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O cultivo de couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala) é acometido de infestações de 
diversas pragas, entre elas o pulgão da couve Brevicoryne brassicae (Hemiptera, Aphididae). O 
controle biológico é uma forma de contornar a proliferação destas sem utilizar agentes químicos 
agressivos. A redução destes diminui sua deposição sobre as plantas, contaminação de vias pluviais 
e consumo pela população. Fungos e actinobactérias são agentes microbianos utilizados por sua 
conhecida atividade entomopatogênica. Dentre estes, os retirados de sedimento marinho podem ser 
promissores no controle biológico, principalmente devido à adaptação às condições extremas deste 
ambiente. Neste sentido, foram avaliados cinco isolados fúngicos (Aspergillus versicolor, A. 
sydowii, Penicillium dipodomyicola, e Trichoderma harzianum), e cinco bacterianos (Streptomyces 
variabilis, S. seoulensis, S. cavourensis, S. parvus e S. bacillaris) em relação à letalidade contra B. 
brassicae. Os mais virulentos em cada categoria foram A. versicolor (100% de mortalidade em 
48h) e S. variabilis (100% de mortalidade em 96h). Em seguida foi estipulada a Concentração Letal 
Média (CL50) para cada isolado (16,43 × 10
3 conídios.mL-1 e 0,20 × 10
7 células.mL-1, 
respectivamente). A concentração sub-letal (CL25) foi mensurada (0,32 × 10
3 conídios.mL-1 e 0,12 
× 10
6 células.mL-1, respectivamente) e utilizada a fim de avaliar seus efeitos sobre os parâmetros 
de crescimento populacional de B. brassicae. Ambos não apresentaram efeito direto sobre a taxa 
líquida de reprodução, a duração média de uma geração, a taxa intrínseca de crescimento 
populacional, na razão finita de aumento populacional nem no tempo que a população leva para 
duplicar em número. A. versicolor também foi comparado a dois produtos comerciais, Methamax® 
e Bovemax®, apresentando mortalidade total similar a estes inseticidas. A aplicação de solução de 
S. variabilis alterou o comportamento alimentar de B. brassicae, resultando em uma redução de 
75% das excretas. A. versicolor e S. variabilis mostram-se organismos promissores como agentes 
de biocontrole. 
 






The kale crop (Brassica oleracea var. Acephala) is affected by infestations of various pests, 
including the cabbage aphid Brevicoryne brassicae (Hemiptera, Aphididae). Biological control is 
a way to reduce the proliferation of these without using harsh chemicals. Reducing these decreases 
their deposition on plants, contamination of storm tracks and consumption by the population. Fungi 
and actinomycetes are microbial agents used for their known entomopathogenic properties. Among 
these, isolates from marine sediment can be promising for biological control, mainly due to 
adaptation to extreme conditions of this environment. In this sense, we evaluated five fungal 
isolates (Aspergillus versicolor, A. sydowii, Penicillium dipodomyicola and Trichoderma 
harzianum) and five bacterial (Streptomyces variabilis, S. seoulensis, S. cavourensis, S. and S. 
parvus bacillaris) in relation to mortality against B. brassicae. The more virulent in each category 
were A. versicolor (100% mortality in 48 hours) and S. variabilis (100% mortality at 96h). Then it 
was stipulated the Mean Lethal Concentration (LC50) for each isolate (16,43 × 10
3 conidia.mL-1 
and 0,20 × 107 cells.mL-1, respectively). The sub-lethal concentration (LC25) was measured (0,32 
× 103 conidia.ml-1 and 0,12 × 106 cell.mL-1, respectively) and used in order to evaluate its effects 
on the parameters of population growth of B. brassicae. Both do not present a direct effect on the 
net reproductive rate, the average length of a generation, intrinsic rate of population growth, finite 
rate of population growth or the time the population takes to double in size. A. versicolor was also 
compared to two commercial products, Methamax® and Bovemax®, with total mortality similar 
to them. The application of S. variabilis solution changed the feeding behavior of B. brassicae, 
resulting in a reduction of 75 % of the excreta. A. versicolor and S. variabilis are shown promising 
organisms as this aphid control agents. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
A couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala) é uma das principais hortaliças 
cultivadas no mundo, uma importante fonte de renda para agricultores no Brasil (NOVO et al., 
2010). Um dos maiores problemas na cultura de brássicas é a alta incidência de pragas em todas as 
fases da cultura. As plantas de couve são acometidas por diversas pragas, sendo a praga-chave o 
pulgão-da-couve Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphididae). Este afídeo é responsável por 
danos diretos e indiretos, prejudicando o desenvolvimento da couve, que tem seu valor comercial 
diminuido (MA et al., 2010). Primariamente, a alimentação causa o esmaecimento e amarelamento 
(OPFER & MCGRATH, 2013). Há também produção honeydew que favorece o desenvolvimento 
de fungos sobre as folhas, diminuindo a taxa de fotossíntese da planta (ASI et al., 2009). Kumar e 
Chapman (1984) relatam que o pulgão também causa danos secundários pela inoculação de vírus 
presentes em sua saliva e há a estimativa que haja uma perda de até 80% dos cultivos de brássicas 
somente pela ação de B. brassicae (Razaq et al., 2011). No Brasil o controle desta praga é feito 
com pulverizações sistemáticas com inseticidas químicos. 
 No Brasil são utilizados inseticidas de amplo espectro de ação no controle de B. brassicae. 
Entre os inseticidas liberados para controle do afídeo estão neonicotinoides, pitetroides, 
organofosforados (MAPA, 2014). Mesmo com as altas taxas de mortalidade que atingem 
artrópodes fitófagos, como este afídeo, o uso de pesticidas de amplo espectro também elimina seus 
predadores e parasitoides diretos (BACCI et al., 2009) e tem colocado a couve entre os produtos 
agrícolas com maior residual de pesticidas (ANVISA, 2011). O acúmulo de pesticidas devido ao 
uso exagerado elimina os indivíduos suscetíveis, selecionando os resistentes, tornando difícil o 
controle da peste tanto em campo quanto em estufas (PAVELA, 2013). Andrews et al. (2004) 
identificaram em B. brassicae a presença do gene ace1, responsável pela insensibilidade à 
acetilcolinesterase, e à inseticidas organofosforados e a base de carbamato. A situação pode ser 
mais grave devido a contaminação ambiental e humana (AHMAD & ASLAM, 2005; AHMAD & 
AKHATAR, 2013). 
 Para contornar os problemas enfrentados pelo uso de pesticidas há o controle biológico, 
baseado no emprego de predadores, parasitoides e microrganismos, que em sua forma natural, é 
responsável pelo controle de 95% das pragas no planeta (MELO, 2002). Uma forma de manejo de 




(1991) lista uma série de estudos que utilizam microrganismos para o controle de fitopatógenos, 
demonstrando que seu uso pode ser estendido a organismos mais complexos, como insetos, e de 
propõe a transferência de genes às plantas para que estas desenvolvam formas inerentes de combate 
às pragas, como síntese de metabólidos com ação fagodeterrente. Melo (2012) dá foco ao uso de 
entomopatógenos, principalmente fungos, que são responsáveis por cerca de 80% das doenças que 
acometem os insetos, principais pragas agrícolas. 
 Fungos e actinobactérias são microrganismos amplamente estudados pelo seu potencial no 
controle de pragas. Ambos formam micélio, com notada capacidade de infecção por contato e 
produção de metabólicos secundários biologicamente ativos (LU et al. 2009). Entre os fungos, 
Melo (2012) menciona os Filos Ascomycota e Zigomycota como contendo espécies com 
capacidade de controle de infestações pela produção de micotoxinas. Dentre os fungos mais 
utilizados no controle de insetos há 12 espécies que têm sido empregadas como ingredientes ativos 
em micopesticidas (FARIA & WRAIGHT, 2007), com Beuveria bassiana (ex: Bovemac®) e 
Metarhizium anisopliae (ex: Methamax®), como os principais, além de Lecanicillium spp., Isaria 
fumosorosea e Beuveria brongniartii (FILHO et al. 2009). 
Dentre as actinobactérias, os gêneros Streptomyces e Streptoverticillum apresentam o maior 
potencial de controle sobre insetos (BREM et al., 2001) e vem sendo exploradas, principalmente 
para controle biológico de pragas, como bactérias, fungos e insetos (DOUMBOU, 2001). O gênero 
Streptomyces concentra as actinobactérias mais representativas nos estudos de controle biológico 
pela produção de metabólicos secundários, correspondendo a 60% dos inseticidas dos últimos anos 
(EL-KHAWAGA & MEGAHED, 2012) além de produzir uma série de inibidores de sintetizadores 
de quitina, como polioxinas, que são efetivas como agentes antifúngicos e podem ter ação 
inseticida. Umas das bactérias de maior reconhecimento no controle de pragas estão Bacillus 
thuringiensis, Saccharopolyspora spinosa (de onde é extraído o composto spinosad) e os gêneros 
Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum e Sporosarcina (DIAS, 2002). Estes 
microrganismos são comumente de origem terrestre ou extraídos diretamente do cadáver de insetos 
infectados, entretanto, organismos de ambientes extremos podem ser proeminentes no controle de 
pragas por apresentarem condições fisiológicas distintas (DUNCAN et al., 2014; (Li et al., 2014; 
XIONG et al., 2004). 
Microrganismos marinhos diferem em características fisiológica com os de solo devido ao 




2009) e possuêm elevado potencial para desenvolvimento de novos produtos de interesse 
biotecnológico (DUNCAN et al., 2014; (Li et al., 2014; XIONG et al., 2004). O ambiente marinho 
comporta 70% da superfície terrestre (FELING et al., 2003; JENSEN et al., 2007; HUGLES et al., 
2008). (DIONISI et al., 2012), seu estudo ainda não é aprofundado se comparado com ambientes 
terrestres. A região costeira é caracterizada por altas salinidade, umidade, radiação UV, 
temperatura, ação mecânica das marés e escassez de nutrientes (ORTEGA-MORALES et al. 2010, 
PORSANI et al., 2013). Estas condições podem promover a produção de enzimas e toxinas que 
possibilitam a sobrevivência destes microrganismos nesse ambiente hostil (ORTEGA-MORALES 
et al., 2010), que podem ser explorados para diversos usos, inclusive controle biológico (Li et al., 
2014; XIONG et al., 2004).  
Neste contexto, o presente trabalho visou identificar actinobactérias e fungos, isolados de 
sedimento marinho da região entre-marés da Ilha-do-Mel (Paraná) com potencial para controle 
biológico do pulgão-da-couve Brevicoryne brassicae, selecionar o mais promissor dentre as duas 
categorias, estipular sua dose média letal (CL50) e analisar a relação de uma dose subletal com os 
parâmetros de crescimento populacional do afídeo. O fungo mais promissor ainda foi comparado 
com os bioinseticidas comerciais Bovemax® e Methamax®. A exposição à actinobactéria foi 





2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 A CULTURA DA COUVE 
 
A couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) pertence à família Brassicaceae, 
uma das principais do ponto de vista econômico, contando com espécies de destaque, como a 
canola (Brassica napus var. canola), o rabanete (Raphanus sativus) e a rúcula (Eruca vesicaria) 
(SOUZA & LORENZI, 2008). Conforme Judd et al. (2009), a família também pode ser chamada 
de Cruciferae, referência ao arranjo das pétalas em forma de cruz, e é a maior dentre as 15 famílias 
que compõem a ordem Brassicales. A família também é caracterizada por todos seus integrantes 
produzirem glucosinolatos, compostos sulfurosos que em contato com células únicas à família, as 
células de mirosina, liberam óleos de mostarda quentes e picantes (JUDD et al., 2009). Ao que 
dispõe Balkaya e Yanmaz (2005), a couve-manteiga é uma das mais antigas variedades dentre as 
brássicas, tendo sua origem no leste do Mediterrâneo, com histórico de cultivo datando de 2000 
A.C., sendo levada para várias regiões do mundo para cultivo de alimentos.  
A couve até hoje representa uma grande parcela da produção de hortaliças em território 
nacional (SANTOS et al. 2011), 93.551 toneladas somente em 2006 (SEBRAE, 2006), além das 
plantadas em países frios para alimentar herbívoros no inverno (LOWE, 1968). 
 
 
2.2 Brevicoryne brassicae 
 
O cultivo de brássicas é comumente atacado por pragas que destroem campos e reduzem 
seu valor de mercado, havendo foco especialmente no pulgão-da-couve, Brevicoryne brassicae 
(Hemiptera, Aphididae). Segundo Razaq et al. (2011), este pulgão chega a causar perda de até 80% 
dos cultivos de brássicas. 
Brevicoryne brassicae, segundo Kumar e Chapman (1984), é uma espécie cosmopolita 
presente em grande número em couves, vetor de vírus e responsável por esmaecimento das plantas. 
Seus danos diretos são dados pela sucção do floema, causando deficiência nutricional, injeção de 




2012; OPFER & MCGRATH, 2013). Danos indiretos ocorrem pela redução da fotossíntese devido 
ao recobrimento de honeydew, substância com alta concentração de açúcares excretada pelos 
pulgões, e transmissão de mais de 10 vírus, como o Vírus do anel negro da couve e Mosaico da 
couve flor, rabanete e nabo (FERERES & MORENO, 2009, ELLIS et al., 1998, BARTON & 
IVES, 2014). 
Além disso, o pulgão possui alta capacidade reprodutiva, de dispersão e grande densidade 
populacional, e normalmente seu controle é feito através de agentes químicos (BACCI et al. 2009). 
Cividanes (2002) afirma que este pulgão é amplamente distribuído em regiões temperadas e 
subtropicais, sendo 101 espécies de plantas hospedeiras comprovadas, e há uma crescente presença 
desta praga em território nacional, devido à proliferação do cultivo de brássicas. 
 
 
2.3 MÉTODOS DE CONTROLE QUÍMICOS E BIOLÓGICOS 
 
O controle de pragas como o pulgão é feito basicamente pelo uso de inseticidas químicos, 
cerca de 95% dos produtos utilizados (MAPA, 2015). No Brasil estão disponíveis cerca de quinze 
produtos comerciais com base em dez ingredientes ativos (Acefato, Clorpirifós, Deltametrina, 
Imidacloprido, Malationa, Metomil, Mevinfós, Pirimicarbe, Protiofós e Tiacloprido), a maioria 
com ação neurotóxica, pela superestimulação das terminações nervosas ou inibição de sinapses 
(MELO, 2012). Mas alta capacidade reprodutiva destes insetos aliada à aplicação intensa de 
pesticidas favorece o aparecimento de indivíduos resistentes a estes agentes (ARAUJO JR, 
MARQUES & OLIVEIRA, 2009) colocando a couve entre os oito produtos agrícolas com maior 
residual de pesticida (ANVISA, 2011). 
O uso de pesticidas tem favorecido a fixação de populações com genes de resistência, como 
o ace1 (PAVELA, 2013; ANDREWS et al., 2004). Akbar e Akbar (2012) mencionam que o 
acúmulo de pesticidas no solo normalmente atinge o lençol freático, se espalhando em locais ao 
redor da área de aplicação, contaminando outras plantas, animais e humanos. A contaminação por 
pesticidas é associada com inúmeras consequências, como danos ao sistema nervoso e aumento na 
chance de surgimento de cânceres (MARONI & FAIT, 1993). Uma forma de minimizar os 




O controle biológico de pragas é feito pelo uso de predadores, parasitoides e 
microrganismos, destacando-se fungos, bactérias e vírus (DOUMBOU, 2001). Seu uso no controle 
de populações de organismos indesejados teve início em 1960, seguido de 20 anos de aumento 
exponencial nas pesquisas sobre o assunto, um mercado correspondente a 15 milhões de dólares 
somente nos Estados Unidos no ano de 2000 (PAULITZ & BÉLANGER, 2001). Um programa de 
controle de Echium plantagineum na Austrália, compreendio entre 1972 e 2004 teve um benefício 
de 52 milhões de dólares em relação ao custo de implantação, sendo um exemplo de sucesso do 
controle biológico sobre controle químico quanto aos valores envolvidos (MCFADYEN, 2008). 
O controle de B. brassica pode ser feito com espécimes da ordem Coleoptera e da família 
Coccinellidae, Coleomegilla maculata, Hippodamia convergens, Cycloneda sanguinea e Dipteros 
da família Syrphidae (VÖLKL et al., 2007, LIU & SPARKS JR., 2011) além de Hymenopteros 
parasitoides como Diaeretiella rapae e Lysiphlebus testaiceipes (ZHANG & HASSAN 2003, 
STARÝ, SAMPAIO & BUENO, 2007). 
Melo (2012) menciona fungos entomopatogênicos como os maiores responsáveis pelo 
controle direto de insetos no campo e que a presença de entomopatógenos se destaca em condições 
naturais, sendo responsáveis por quase a totalidade das doenças que acometem insetos herbívoros 
(ARAUJO JR, MARQUES & OLIVEIRA, 2009). Doumbou (2001) relata que actinobactérias são 
as bactérias com maior potencial de controle, com muitas espécies produtoras de metabólitos 
secundários com atividades antibióticas e inseticidas (DOUMBOU, 2001). 
 
 
2.4 FUNGOS ENTOMOPATOGÊNICOS 
 
Fungos entomopatogênicos, principalmente dos Filos Ascomycota e Zigomycota são os 
maiores responsáveis pelo controle de infestações de insetos, com notada eficiência contra afídeos 
(MELO, 2012). Ferron (1978) menciona sobre o uso destes organismos para o controle de pragas 
a vários anos, descrevendo conhecidas formas de infecção e ação em insetos, como contato direto. 
Scorsetti et al. (2007) mencionam o crescente estudo a respeito do uso de fungos no controle de 
afídeos, focando no método de infecção dos pulgões por estes microrganismos, que se dá pela 




os pulgões possuem aparelho bucal especializado em sucção e não ingerem pedaços da superfície 
da planta, onde estariam localizados outros agentes. 
Estipula-se que fungos são responsáveis por 80% das enfermidades de artrópodes (ALVES, 
1998) e possuem ampla seletividade a outros inimigos naturais (CARDOSO et al. 2007). Podem 
ser utilizados em programas de controle específicos, ou associados a programas de manejo 
integrado de pragas (GOETTEL et al. 2010).  
 Os fungos comumente utilizados em bioinseticidas são Beuveria bassiana e Metarhizium 
anisopliae vendidos no Brasil diversos produtos, como Bovemax®, Ballvéria®, Boveril®, Metiê® e 
Methamax® e além destes, Lecanicillium spp., Isaria fumosorosea e Beuveria brongniartii também 
abragem parte do mercado nacional (FILHO et al. 2009), sendo normalmente aplicados in vivo, em 
suspenções de esporos e dependem de condições ambientais ótimas para melhor desempenho dos 
produtos. 
Diversos fatores estão ligados à capacidade do fungo em infectar um hospedeiro. Fatores 
ambientais são extremamente importantes, principalmente quanto à umidade, que deve ser alta para 
a germinação do fungo (GOETTEL et al., 2010). A temperatura, no entanto é o fator limitante para 
fungos entomopatogênicos. Os Hyphomycetes, possuem faixa ótima de temperatura entre 20 e 
30°C, enquanto Entomophthorales ficam entre 15 e 25°C, e ainda há de se considerar, que raios 
ultravioletas limitam a persistência e infectividade de muitos fungos (ALVES, 1998; GOETTEL 
et al., 2010). 
O modo de infecção dos fungos entomopatogênicos apresenta varias fases, primeiro 
havendo a deposição dos esporos sobre o inseto, seguida da adesão à cutícula, preparando para a 
fase de germinação (ALVES, 1998; SAHID et al., 2012). Havendo a proliferação do micélio sobre 
o inseto, ocorre então a penetração, onde as hifas entram no animal por orifícios naturais, 
ferimentos ou atravessando o exoesqueleto por degradação enzimática (ALVES, 1998; SAHID et 
al., 2012). Segue a colonização do interior do inseto, que normalmente morre pela ação de toxinas 
liberadas pelo fungo (ALVES, 1998). Por fim, há liberação de hifas pelos demais orifícios do inseto 
e regiões frágeis da cutícula, havendo proliferação do micélio por todo corpo do animal (ALVES, 
1998; SAHID et al., 2012). Neste ponto, em condições favoráveis de temperatura e umidade, há a 
liberação de esporos, que se dispersão no ambiente, reiniciando o ciclo de infecção em outros 




Dentre os gêneros de fungos, alguns são conhecidos pela produção de micotoxinas, 
comumente neurotóxicas (MELO, 2012), como Penicillum, sendo um dos gêneros mais comuns 
no solo e que normalmente não apresenta nocividade evidente aos humanos (LAMSAL et al., 
2013). Fungos marinhos apresentam diferenciações fisiológicas que podem promover a produção 
de enzimas e toxinas para possibilitar sua sobrevivência nesse ambiente hostil, e estas substâncias 
podem apresentar grande potencial quando empregadas no controle de pragas (ORTEGA-
MORALES et al., 2010). 
 Os fungos utilizados neste trabalho foram Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii, 
Penicillium dipodomyicola, e Trichoderma harzianum. A. versicolor é reportado por causar 
doenças em humanos (GALIMBERTI et al., 1998; HODGSON et al., 1998, EFSA, 2013) e 
produzir metabolitos com potencial para aplicação em processos industriais e propriedades 
inseticidas (COLE & ROLINSON, 1972). A. sydowii está associado a doenças humanas (GEHLOT 
et al., 2010) e seus metabolitos podem ser empregados como biocatalizadores e na degradação de 
pesticidas (HASAN, 1999; ORTEGA et al., 2010) e possui efeito letal sobre insetos, indicando 
suas propriedades entomopatogênicas (PEREIRA et al., 2009; WEISS et al., 2014). 
 P. dipomyicola produz uma variada diversidade de metabolitos (FRISVAD et al., 2004; LI 
et al., 2014), sendo importante pela produção de patulina, uma micotoxina, encontrada em suco de 
maça devido ao uso de frutas contaminadas, que é carcinogênica, mutagênica e teratogênica 
(BECCI, 1981; SCHUMACHER et al., 2005; CIEGLER, 1976). T. harzianum é considerado o 
mais eficaz agente de biocontrole entre os Trichoderma (KEXIANG et al., 2002), possuindo ação 
nematicida (SHARON et al., 2001; POURJAM et al., 2015) e inseticida (JASSIM et al., 1990; 







2.5 BACTÉRIAS ENTOMOPATOGÊNICAS 
 
Actinobactérias são um grande grupo de bactérias gram-positivas, com alto teor de guanina 
e citosina em seu genoma, basicamente encontradas no solo, que crescem em uma rede de 




MARTINKO & PARKER, 2004). Segundo Raju et al. (2010), actinobactérias são encontradas em 
uma vasta variedade morfológicas, como cocóide (Micrococcus) ou cocobacilo (por exemplo, 
Arthrobacter), há fragmentação de hifas, como em Nocardia spp., e ainda podem possuir micélio 
ramificado (por exemplo, Streptomyces spp.). Estes microrganismos também apresentam 
propriedades fisiológicas e metabólicas características, como a produção de enzimas extracelulares 
e a formação de uma ampla variedade de metabólitos secundários. 
Doumbou et al. (2001) mencionam que diversas cepas de actinobactérias já foram 
reconhecidos por sua atividade contra patógenos e herbívoros e, portanto, apresentam potencial 
para controle biológico, sendo o principal gênero estudado Streptomyces sp., responsável ela 
síntese de 60% dos inseticidas dos produzidos por estes organismos (EL-KHAWAGA & 
MEGAHED, 2012). Um exemplo é inseticida Spinosad derivado de extratos de Saccharopolyspora 
spinosa que é altamente reativo por contato e ingestão, ligando-se e aos receptores nicotínicos do 
sistema nervoso de insetos e superestimulando-os. Dentre as actinobactérias, os gêneros 
Streptomyces e Streptoverticillum apresentam o maior potencial de controle sobre insetos (BREM 
et al., 2001) e vem sendo amplamente exploradas, principalmente para controle biológico de 
pragas, como bactérias, fungos e insetos (DOUMBOU, 2001). Outras bactérias com 
reconhecimento no controle de pragas estão Bacillus thuringiensis e os gêneros Sporolactobacillus, 
Clostridium, Desulfotomaculum e Sporosarcina (DIAS, 2002). 
Células bacterianas são ingeridas pelos insetos, por mastigação de folhas ou sucção de seiva 
onde estão os microrganismos, e uma vez que atingam seu trato digestivo, encontram condições 
adversas ao seu crescimento, passando a liberar metabólitos adaptativos ou de estresse fisiológico 
(BRAVO, GILL & SOBERÓN, 2007). Muitas vezes estas substâncias possuem toxicidade elevada 
sobre insetos, como é o caso do B. thuringiensis, que produz proteínas inseticidas na forma de 
cristais paraesporais (BRAVO, GILL & SOBERÓN, 2007). 
As actinobactérias em foco são Streptomyces variabilis, Streptomyces seoulensis, 
Streptomyces cavourensis, Streptomyces parvus e Streptomyces bacillaris, identificadas por 
Porsani et al. (2013) e avaliadas como potenciais agentes de controle biológico por apresentarem 
inibição no crescimento de bactérias patogênicas. S. variabilis apresenta síntese de metabólitos de 
ação farmacológica, principalmente antitumorais (LI et al., 2014; Pan et al., 2012). S. seoulensis, 
conforme Qing-fei et al. (2009), apresentou ação tóxica sobre o nematoide Meloidogyne arenaria, 




superoxódio dismutases, que regulam a proporção de superóxidos nas células (CHOUDHURY et 
al., 1999). 
Sua et al. (2013) menciona que S. cavourensis apresenta síntese de dois compostos com 
potencial antitumoral e toxicidade genérica contra células cancerígenas, já So Youn et al. (2012) 
trata sobre o controle de antracnose com metabólitos desta mesma espécie de actinobactéria, dentre 
eles quitinases, enzimas degradadoras de quitina que podem ser usadas como fungicidas e 
inseticidas. Praveen, Srivastava e Tripathi (2011) relatam a extração de uma enzima colesterol 
oxidase de S. bacillaris, que pode apresentar efeito inseticida pela degradação do colesterol, ou 
pela diminuição no armazenamento de tecido adiposo no inseto. S. bacillaris é reconhecido na 
literatura pela síntese de ácido gama-aminobutírico (GABA), um composto inibidor do sistema 
nervoso central em mamíferos, utilizado na produção de medicamentos contra ansiedade, 
relaxantes e contra convulsões (HUDEC et al., 2014). 
 
 
2.5 MICRORGANISMOS MARINHOS 
 
 
A bioprospecção de fungos e bactérias de sedimento marinho apresenta uma possibilidade 
de contornar os problemas ambientais enfrentados na área agrícola, como alta salinidade, 
temperatura, radiação UV, baixos níveis de nutrientes e competição com outros microrganismos 
(Porsani et al., 2013). 
A maioria das actinobactérias utilizadas no controle de pragas é isolada do solo ou plantas 
(QIN et al., 2011) e os fungos de cadáveres de insetos ou do solo (ALVES, 1998). No entanto, Liu 
et al. (2008), descrevem um isolado de Streptomyces extraído de sedimento marinho que 
apresentou atividade inseticida contra Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Esta 
região, por apresentar características extremas, como ciclo de marés, temperatura, radiação UV 
(KAKANI et al., 2003), salinidade (CABOTA et al., 2014) e deposição de nutrientes levou ao 
desenvolvimento de microrganismos com fisiologia particular, principalmente quanto aos 
metabólitos secundários produzidos (PORSANI et al., 2013). A adaptação a estas condições não 
somente dispõe estes microrganismos à produção de metabólitos únicos, como possibilita tolerar o 
ambiente de área agrícola, oferecendo uma vantagem sobre outros agentes de controle biológico. 
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IDENTIFICAÇÃO E POTENCIAL ENTOMOPATOGÊNICOS DE FUNGOS ISOLADOS 





O uso de biopesticida formulados a partir de fungos entomopatogênicos é uma estratégia cada vez 
mais utilizada em programas de manejo integrado de pragas. Os micro-organismos empregados 
nestes biopesticidas são isolados de organismos e ecossistemas terrestres, entretanto a 
bioprospecção em ambientes marinhos pode revelar fungos promissores para o controle de pragas. 
Neste sentido, foram identificados e avaliados cinco isolados marinhos no controle de Brevicoryne 
brassicae.  O isolado mais virulento foi comparado com bioinseticidas comerciais formulados a 
partir de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae sobre a mortalidade de B. brassicae, além 
de serem avaliados efeitos letais e subletais sobre parâmetros de crescimento populacional do 
afídeo. Os isolados foram identificados como Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii, 
Penicillium dipodomyicola, e Trichoderma harzianum. O mais virulento foi A. versicolor, 
causando 85,9% de mortalidade de B. brassicae em avaliações com 24h, e após 72h a mortalidade 
foi de 100%. A mortalidade causada por A. versicolor foi similar a B. bassiana e M. anisopliae na 
concentração de 5 × 105 conídios.mL-1, sendo superior a M. anisopliae, em avaliações com 24h, na 
concentração de 5 × 109 conídios.mL-1.  A CL25 (0,32 × 10
3) de A. versicolor não afetou parâmetros 
de crescimento populacional de B. brassicae. A mortalidade de afídeos causada por A. versicolor, 
similar à B. bassiana e M. anisopliae e a baixa CL50 (16,43 × 10
3) são indicativos do potencial 
deste fungo. Além disso, por se desenvolver em condições extremas de salinidade, nutrição, alta 
pressão, radiação UV e temperatura, competindo com outros fungos, bactérias e vírus, podem 
atribuir a A. versicolor vantagens sobre fungos terrestres em um ambiente hostil como o agrícola, 
fazendo dele um fungo promissor para o controle biológico de pragas. 
 






IDENTIFICATION AND ENTOMOPATHOGENIC POTENTIAL OF FUNGI 





The use of formulated biopesticide from entomopathogenic fungi is a strategy increasingly used in 
integrated pest management programs. The microrganisms used in these biopesticides are isolated 
from terrestrial organisms and ecosystems, however bioprospecting in marine environments may 
reveal promising fungi for pest control. In this sense, were identified and evaluated five marine 
isolated on control Brevicoryne brassicae. The most virulent isolate was compared with 
commercial insecticides formulated from Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae on the 
mortality of B. brassicae, and were evaluated lethal and sublethal effects on parameters of the aphid 
population growth. The isolates were identified as Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii, 
Penicillium dipodomyicola, and Trichoderma harzianum. The most virulent was A. versicolor, 
causing 85,9% mortality of B. brassicae in reviews with 24h, and 72h after the mortality was 100%. 
The mortality caused by A. versicolor was similar to B. bassiana and M. anisopliae in the 
concentration of 5 × 105 conidia.mL-1, higher than the M. anisopliae in reviews with 24h at a 
concentration of 5 × 109 conidia.mL-1. The LC25 (0,32 × 10
3 conidia.mL-1) of A. versicolor did not 
affect parameters of population growth of B. brassicae. The mortality caused by aphids A. 
versicolor, similar to B. bassiana and M. anisopliae and the low LC50 (16,43 × 10
3 conidia.mL-1) 
are indicative of the potential of this fungus. Furthermore, developing in extreme conditions of 
salinity, nutrition, high pressure, UV radiation and temperature may confer A. versicolor fungi 
advantages competing with other terrestrial fungi, bacteria and viruses in a hostile environment 
such as farm, making it a promising fungus for biological control of pests. 
 






A couve-manteiga (Brassicae oleracea L. var. Acephala) é uma das hortaliças mais 
consumidas no mundo. No Brasil seu cultivo cresce de modo significativo (NOVO et al., 2010), 
sendo uma importante fonte de renda para agricultores. Um dos principais problemas da couve é o 
afídeo Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphididae) que causa danos diretos e indiretos, 
prejudicando o desenvolvimento e comercialização desta hortaliça (MA et al., 2010). Os danos 
diretos ocorrem pela injeção de toxinas e sucção de seiva, causando murcha, nanismo e morte da 
planta (PONTOPPIDAN et al., 2003; GRIFFIN & WILLIAMSON, 2012; OPFER & MCGRATH 
2013). Os danos indiretos ocorrem pela transmissão de viroses (FERERES & MORENO, 2009) e 
excreção do honeydew, que promove o crescimento de fungos (ELLIS et al., 1998) e atrai formigas 
que protegem o afídeo, atacando produtores (BARTON & IVES, 2014).  Para reduzir esses danos 
são feitas pulverizações sistemáticas com inseticidas químicos para controle de B. brassicae. 
 O uso de inseticidas químicos corresponde a 95% dos produtos utilizados para controle de 
B. brassicae (MAPA, 2015). As pulverizações são feitas de modo intensivo (FILGUEIRA, 2008), 
colocando a couve entre os oito produtos agrícolas com maior residual de pesticida (ANVISA, 
2011). Entretanto, esta situação pode ser mais grave devido a possível contaminação ambiental e 
humana, eliminação de insetos benéficos e seleção de afídeos resistentes (AHMAD & ASLAM, 
2005; AHMAD & AKHATAR, 2013). Neste cenário, o uso de fungos entomopatogênicos é uma 
alternativa para reduzir o emprego de inseticidas químicos contra B. brassicae.  
 Os afídeos são considerados um dos grupos mais suscetíveis a fungos entomopatogênicos 
(MILNER, 1997; SHAH & PELL, 2003). A avaliação destes micro-organismos no controle de 
afídeos, visando a seleção e possível desenvolvimento de novos micoinseticidas são descritas para 
diversos fungos (PELL & VANDERBER, 2002; FOURNIER & BRODEUR, 2000; PELL et al., 
1997; GURULINGAPPA et al., 2011; BUTT et al., 1995; VU et al., 2007), sendo normalmente 
isolados de insetos infectados e em ambientes terrestres. Entretanto a bioprospecção de micro-
organismos, como os isolados de ambientes marinhos podem revelar linhagens promissoras, com 
elevada patogenicidade a insetos.  
A exploração da diversidade presente em ambientes marinhos tem elevado potencial para 
desenvolvimento de novos produtos (DUNCAN et al., 2014). Apesar desse ambiente abranger mais 




comparada com ecossistemas e organismos terrestres (FELING et al., 2003; JENSEN et al., 2007; 
HUGLES et al., 2008). Apesar do Brasil possuir uma das maiores costas marítimas do mundo, 
estudos com micro-organismos ainda são reduzidos. Fungos isolados destes ambientes podem ser 
promissores agentes de controle biológico. Por estarem expostos a alta salinidade, temperatura, 
radiação UV e baixos níveis de nutrientes (PORSANI et al., 2013), sofrem diferenciações 
fisiológicas que podem promover a produção de enzimas e toxinas que possibilitam sua 
sobrevivência nesse ambiente hostil (ORTEGA-MORALES et al., 2010). Devido a estas 
características, fungos marinhos podem ser promissores agentes no controle de pragas agrícolas.  
Neste sentido, Porsani et al., 2013 avaliaram dezenas de fungos provenientes de ambiente marinho 
e cinco isolados apresentaram alta atividade antimicrobiana. 
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi verificar o potencial entomopatogênicos destes 
cinco isolados marinhos contra B. brassicae. Para isso foram realizados trabalhos para identificar 
estes micro-organismos, selecionar o mais virulento e compará-lo com bioinseticidas comerciais 
formulados a partir de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, determinar a CL50 deste 







2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
2.1 CRIAÇÃO DE Brevicoryne brassicae 
 
A criação estoque de B. brassicae foi estabelecida por meio de coleta de afídeos em plantas 
da família Brassicaeae de áreas produtoras de hortaliças de Curitiba, PR. Os insetos foram 
transportados ao laboratório onde passaram por triagem, e foram transferidos para couve-manteiga 
(Brassica oleracea L. var. acephala) cultivadas em vasose mantidas em condições controladas 
(Temperatura: 25 ± 2°C; fotofase: 14 horas e UR: 70 ± 10%). Lâminas de exemplares adultos foram 
confeccionadas para confirmação da espécie. 
 
 
2.2 MICRO-ORGANISMOS E MEIO DE CULTURA 
 
Foram utilizados cinco isolados fúngicos coletados de sedimentos marinhos na Ilha do Mel, 
Paraná, Brasil (25°20’S – 48°20’W e 25°35’ – 48°35’W). Estes isolados foram selecionados por 
apresentarem forte atividade inibitória sobre linhagens patogênicas de bactérias (PORSANI et al., 
2013). Os isolados foram cultivados em placas Petri com meio Czapek Dox (Quadro 1), e Czapeck 
Dox com adição de água salina à água destilada, na razão de 1:2, por sete dias em estufa B.O.D. à 
35ºC. 
Quadro 1 – Produtos utilizados no preparo de 1000 mL do meio Czapeck (pH a 25°C: ,3 ± 0,2). 
 
Produto Quantidade (gramas) 
Sacarose 30,0 
Nitrato de Sódio 3,0 
Fosfato Dipotássio 1,0 
Sulfato de Magnésio 0,5 
Cloreto de Potássio 0,5 






2.3 IDENTIFICAÇÃO DOS MICRO-ORGANISMOS 
 
Os isolados foram identificados por características macro e micro-morfológicas (ARX, 
1974; BARNETT & HUNTER, 1987, DE HOOG & GUARRO, 2004; ELLIS, 1976; KERN & 
BLEVINS, 1999; KONEMAN & ROBERTS, 1987, LARONE, 1987; ROSSMAN et al., 1987; 
SILVEIRA, 1995) e por meio do sequenciamento da região ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal 
(MOSCARDINI et al., 2002). Para caracterização molecular dos isolados foi realizada a extração 
do DNA (VICENTE et al., 2008), onde os isolados foram cultivados em meio Czapeck Dox sólido, 
a 28ºC por 72 horas. Em tubos Eppendorf de 1,5 mL com sílica e celite (2:1) foi colocado cerca de 
1 cm2 de micélio das culturas, evitando trazer o ágar. O pellet foi ressuspenso em 100 µL de água 
miliQ, e deixado por 2 horas em temperatura ambiente e posteriormente foi reservado em freezer -
20ºC. O DNA foi quantificado em espectrofotômetro (Thermo Fisher Scientific Launches New 
NanoDrop 2000). 
A PCR foi realizada com os primers ITS1(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) e 
ITS4(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’), que amplificam a região ITS1, 5,8S e ITS2 do rDNA 
[57]. As condições da reação foram realizadas de acordo com a descrição a seguir com algumas 
modificações: 50 ng de DNA, tampão PCR 1x, 0,5 U de Taq polimerase, 0,14 M de primers (3,5 
pmoles), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, e volume final de 25 L. 
A amplificação foi realizada em termociclador Eppendorf® modelo Mastercycler Gradient, 
com desnaturação inicial a 95oC por 2 minutos; 35 ciclos de 1 minuto a 92oC, 1 minuto a 50oC, 1 
minuto a 72oC; seguida de extensão final de 3 minutos a 72oC. Os produtos de amplificação foram 
visualizados em gel de agarose 1,5% utilizando o marcador de massa Low DNA Mass Ladder (1 
kb Ludwing Biotec). 
  
 
2.4 SELEÇÃO DO FUNGO COM MAIOR POTENCIAL ENTOMOPATOGÊNICO  
 
Para a seleção do fungo com maior potencial entomopatogênico os cinco isolados foram 
cultivados em placas de Petri, contendo meio Czapeck Dox (Quadro 1), por sete dias a 28ºC para 




Para obter as ninfas 20 adultos foram transferidos para discos foliares de couve-manteiga com 8 
cm de diâmetro e mantidos em placas de Petri contendo uma camada de 1 cm de ágar/água a 2%. 
As placas foram mantidas em condições controladas (Temp.: 25° ± 2°C; fotofase: 14 horas e UR: 
70 ± 10%) e após 48h os adultos eram retirados e as ninfas empregadas nos bioensaios. 
Nos bioensaio foram utilizadas mudas de couve desinfectadas superficialmente. Para isso 
as mudas foram lavadas com etanol 70% por 1 min, seguido de hipoclorito de sódio (0,5%) por 1 
min e enxaguadas com água destilada esterilizada e mantidas por uma hora em ambiente protegido 
e ventilado até a secagem. Após a secagem, folhas com pecíolos foram destacadas das mudas. Essas 
folhas tiveram os pecíolos envoltos em algodão e colocadas em um tubo eppendorf (3mL) com 
água destilada esterilizada para manutenção do turgor, sendo posteriormente pulverizadas com 
suspensões fúngicas.  
As pulverizações foram realizadas por um microatomizador “Airbrush” elétrico, modelo 
“VL”, acoplado a um compressor regulado a 15 libras/pol2. Em todas as pulverizações foram 
empregados 0,5 mL de cada uma das suspensões. As suspensões foram ajustadas a 1,5 × 109 
conídios.mL-1 por meio de uma câmara de Neubauer. Para as pulverizações foi adicionado às 
suspensões Tween 80® (0,01%). Após a pulverização as folhas foram mantidas em local abrigado 
e protegido até a secagem do residual e posteriormente, com o auxílio de um microscópio 
estereoscópio e pincel de cerdas finas, foram inoculadas dez ninfas de B. brassicae por folha. As 
folhas infestadas foram acondicionadas em placas de Petri forradas com papel filtro e mantidas em 





Figura 1 - Unidade amostral do bioensaio com diferentes suspensões fungicas (1,5 × 109 
conídios.mL-1), sendo constituída por placa de petri contendo uma folha de couve-manteiga 
(Brassica oleracea L. var. acephala) e mantidas com o pecíolo envolto em algodão umedecido em 
tubo eppendorf (3 mL) e contendo 10 nínfas de Brevicoryne brassicae. Fonte: Autor (2014). 
 
As avaliações de mortalidade foram realizadas em intervalos de 24h, durante cinco dias. 
Com o auxílio de um microscópio estereoscópico, as ninfas foram vistoriadas e os insetos mortos 
foram individualizados em câmara úmida (placas de Petri estéreis contendo algodão umedecido 
com água destilada esterilizada) para favorecer o desenvolvimento do micélio e esporulação dos 
fungos para confirmação do agente causal.  
Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo que para 
cada tratamento foram realizadas seis repetições. Cada repetição foi formada por uma folha de 






2.5 AVALIAÇÃO DO ISOLADO FÚNGICO MAIS PROMISSOR COM BIOINSETICIDAS 
COMERCIAIS  
  
O isolado fúngico que causou a maior mortalidade sobre B. brassicae foi avaliado em 
comparação aos inseticidas comerciais Methamax® e Bovemax®. O inseticida Methamax® tem 
como ingrediente ativo Metarhizium anisopliae contendo 2,5 × 109 conídios.mL-1 (Concentrado 
Emulcionável, Novozymes Bioagr Produtos Para Agricultura LTDA). O inseticida Bovemax® tem 
como ingrediente ativo Beauveria bassiana, isolado CG716, contendo 1,5 × 109 conídios.mL-1 
(Concentrado Emulcionável, Novozymes Bioagr Produtos Para Agricultura LTDA).  
Estes inseticidas e o isolado fúngico tiveram suas concentrações ajustadas para 1,5 × 105 e 
109, por meio de uma câmara de Neubauer, e posteriormente foram pulverizados sobre folhas de 
couve, por meio de um microatomizador “Airbrush”, sendo em seguida inoculadas ninfas de B. 
brassicae, conforme metodologia descrita no item 2.4.  
As avaliações de mortalidade e os procedimentos para confirmação do agente causal foram 
realizadas em intervalos de 24h, durante cinco dias, conforme descrito no item 2.4.  
Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo que para 
cada tratamento foram realizadas seis repetições. Cada repetição foi formada por uma folha de 
couve inoculada com 10 ninfas de B. brassicae com até 48h de idade. 
 
 
2.6 CARACTERIZAÇÃO TOXICOLÓGICA DO ISOLADO FÚNGICO MAIS PROMISSOR  
  
A estimativa da linha básica de suscetibilidade foi realizada através de bioensaios de contato 
residual, empregando ninfas com até 48h, obtidas conforme metodologia descrita anteriormente 
(Item 2.4). Foram utilizadas seis concentrações do isolado mais promissor (104, 105, 106, 107, 108 
e 109) que proporcionaram uma mortalidade entre 5 e 95% das ninfas de B. brassicae. Essas 
concentrações foram obtidas a partir da raspagem dos conídios produzidos sobre meio de cultura 
Czapeck Dox utilizando uma espátula esterilizada. A contagem dos conídios foi feita em câmara 
de Neubauer e a concentração foi ajustada em 1,5 × 109 conídios/mL-1. Esta suspensão foi diluída 




 Essas concentrações foram pulverizadas por um microatomizador “Airbrush” elétrico, 
modelo “VL”, acoplado a um compressor regulado a 15 libras/pol2. Em todas as pulverizações foi 
empregado 500 µL de calda. As pulverizações foram feitas a 15 cm de distância entre o bico 
pulverizador e a folha. Após a pulverização, as folhas foram mantidas por 1h em local protegido 
até a secagem do resíduo. Posteriormente, com o auxílio de um microscópio estereoscópio e pincel 
de cerdas finas, foram inoculadas dez ninfas de B. brassicae por folha. As folhas infestadas foram 
acondicionadas em placa de Petri forradas com papel filtro e mantidas em condições controladas 
(25 ± 2°C, fotofase: 14 horas e UR: 70 ± 10%). 
 As avaliações de mortalidade ocorreram em intervalos de 24h durante cinco dias, sendo 
realizadas como descrito anteriormente (item 2.4). A confirmação do agente causal foi feita pela 
individualização dos insetos mortos em placas de Petri estéreis contendo algodão umedecido com 
água destilada esterilizada para favorecer o desenvolvimento do micélio externo e esporulação dos 
fungos. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, para cada 
concentração foram realizadas cinco repetições. Cada repetição foi formada por quatro placas de 
Petri com dez ninfas de B. brassicae.  
 
 
2.7 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS LETAL E SUBLETAL DO FUNGO MAIS PROMISSOR 
  
Plântulas de couve tiveram seu sistema radicular lavado para remoção do substrato (Figura 
2A). Posteriormente passaram por desinfecção superficial conforme descrito no item 2.4. 
Posteriormente estas mudas foram transferidas para tubos de vidro (18 mL) esterilizados, contendo 
15 mL de água destilada estéril para manutenção do turgor da planta (Figura 2B). Sobre estas 
plantas foi inoculado um adulto de B. brassicae, sendo este confinado por meio de gaiolas plásticas 
(copos de poliestireno de 300mL, com tela no fundo) (Figura 2C). Estes insetos foram mantidos 
em condições controladas (temperatura: 25º ± 2ºC; UR: 70% e fotofase de 14h) por 24h e após este 





Figura 2 - Preparo de plântulas de couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala). A: 
Aspecto do sistema radicular após a remoção do substrato. B: plantas mantidas em tubos de 
penicilina (18 mL) autoclavados, contendo 15 mL de água destilada esterilizada. C: gaiola para 
confinamento de B. brassicae. Fonte: Autor (2014). 
  
Sobre estes insetos foram pulverizadas uma concentração de 0,32 × 10
3 conídios.mL-1, 
correspondendo a CL25 do fungo A. versicolor. Essas concentrações foram pulverizadas por um 
microatomizador “Airbrush” elétrico, modelo “VL”, acoplado a um compressor regulado a 15 
libras/pol2. Em todas as pulverizações foi empregado 500 µL de calda. Após a pulverização, as 
plantas foram isoladas por uma gaiola plástica telada e mantida em condições controladas (25º ± 
2ºC; UR: 70% e fotofase de 14h). As vistorias foram feitas diariamente até a morte do inseto por 
meio de um microscópio estereoscópio (aumento de 32 ×). Os parâmetros biológicos observados 
foram: número e duração de cada estágio ninfal; duração do período ninfal; porcentagem de 
sobrevivência do estágio ninfal; duração dos períodos pré-reprodutivo, reprodutivo e pós-




 Estes resultados foram utilizados para confecção de uma tabela de vida de fertilidade sendo 
calculados a taxa líquida de reprodução (Ro), tempo médio de cada geração (T), taxa intrínseca de 
crescimento populacional (rm), razão finita de aumento populacional (λ) e o tempo que leva a 
população para duplicar em número (TD). Para cada tratamento foram realizadas 48 repetições, 
sendo cada repetição formada por uma planta de couve com um afídeo.  
 
 
2.8 ANÁLISE DOS DADOS 
  
Os dados da seleção do fungo com maior potencial entomopatogênico e a avaliação deste 
isolado com os bioinseticidas Bovemax® e Methamax® foram transformados pelo arcsen da raiz 
quadrada para normalização das distribuições e homogeneidade das variâncias (HADDAD & 
VENDRAMIN, 2000). Os dados transformados foram analisados por análise de variância 
(ANOVA). O percentual médio (±EPM) de insetos mortos foi submetido a uma análise de variância 
simples (One-way ANOVA). Diferenças significativas entre as médias dos tratamentos foram 
submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05) (Zar, 2009). 
Os dados de mortalidade de B. brassicae causado pelas diferentes concentrações de A. 
versicolor foram submetidos à análise de probit para estimativa da CL25 e CL50, intervalo de 
confiança de 95%, por meio do programa PoloPlus (LeOra Software, Petaluma, CA) 
(ROBERTSON et al., 2007). 
Os parâmetros de tabela de vida de fertilidade foram baseados em Andrewartha e Birch 
(1954). Estes resultados deram subsídio para o cálculo dos parâmetros de crescimento populacional 
(Ro, T, rm, λ e TD), baseados no método jackknife (MEYER et al., 1986). As comparações dos 
parâmetros de crescimento populacionais de afídeos tratados e não tratados com a CL25 de A. 
versicolor foram realizadas pelo test ‘t’ unilateral por meio do programa computacional tabvida 








3.1 IDENTIFICAÇÕES DOS MICRO-ORGANISMOS 
  
Os cinco isolados fúngicos utilizados neste trabalho foram identificados por análise 
morfológica como pertencentes aos gêneros Penicillium (Figura 3), Aspergillus (Figura 4, 5 e 6) e 
Trichoderma (Figura 7). Para a confirmação da análise morfológica foi realizado o sequenciamento 
com os oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS4, os quais amplificam as regiões ITS1-5.8S-ITS2 
do DNA ribossomal, produzindo sequências de 523 à 561pb. As sequências foram alinhadas e 
submetidas ao Genbank após a comparação entre sequências já existentes na base de dados que 
mostraram similaridade variando de 99 a 96%. Os fungos foram identificados como sendo 
Penicillium dipodomyicola, Trichoderma harzianum, Aspergillus versicolor e A. sydowii (Tabela 
1). 
 

















































































Figura 3 - Identificação macro e micro morfológica do fungo Penicillum dipodomyicola. a. 
Morfologia macroscópica (verso da colônia) cultivo em meio Czapek por 14 dias à 35°C b. 
Morfologia macroscópica (reverso da colônia) em meio Czapek por 14 dias à 35°C c. Microscopia 
óptica cultivo em meio Czapek por 7 dias à 35°C (aumento: 400x) d. Microscopia óptica cultivo 






Figura 4 - Identificação macro e micro morfológica do fungo Aspergillus sydowii. a. Morfologia 
macroscópica (verso da colônia) cultivo em meio Czapek por 14 dias à 35°C b. Morfologia 
macroscópica (reverso da colônia) em meio Czapek por 14 dias à 35°C c. Microscopia óptica 
cultivo em meio Czapek por 7 dias à 35°C (aumento: 400x) d. Microscopia óptica cultivo em meio 






Figura 5 - Identificação macro e micro morfológica do fungo Aspergillus sydowii. a. Morfologia 
macroscópica (verso da colônia) cultivo em meio Czapek por 14 dias à 35°C b. Morfologia 
macroscópica (reverso da colônia) em meio Czapek por 14 dias à 35°C c. Microscopia óptica 
cultivo em meio Czapek por 7 dias à 35°C (aumento: 400x) d. Microscopia óptica cultivo em meio 






Figura 6 - Identificação macro e micro morfológica do fungo Aspergillus versicolor. a. Morfologia 
macroscópica (verso da colônia) cultivo em meio Czapek por 14 dias à 35°C b. Morfologia 
macroscópica (reverso da colônia) em meio Czapek por 14 dias à 35°C c. Microscopia óptica 
cultivo em meio Czapek por 7 dias à 35°C (aumento: 400x) d. Microscopia óptica cultivo em meio 






Figura 7 - Identificação macro e micro morfológica do fungo Trichoderma harzianum. a. 
Morfologia macroscópica (verso da colônia) cultivo em meio Czapek por 14 dias à 35°C b. 
Morfologia macroscópica (reverso da colônia) em meio Czapek por 14 dias à 35°C c. Microscopia 
óptica cultivo em meio Czapek por 7 dias à 35°C (aumento: 400x) d. Microscopia óptica cultivo 





3.2 SELEÇÃO DO FUNGO COM MAIOR POTENCIAL ENTOMOPATOGÊNICO 
 
O isolado A. versicolor apresentou o maior potencial entomopatogênico em avaliações com 
24h, se diferenciando dos demais fungos (F = 24,74; g.l. = 5, 30; p < 0,001). A mortalidade causada 
por A. versicolor foi de 85,9%, sendo três vezes superior ao segundo isolado mais agressivo, T. 
harzianum (Figura 7). Os dois isolados de A. sydowii e P. dipodomyicola causaram uma 
mortalidade confirmada de 16,7, 15 e 11,7%, respectivamente (Figura 7). Em avaliações com 48h 
o fungo A. versicolor teve uma mortalidade confirmada de 98,3%, superior à causada pelos outros 
isolados (F = 60,18; g.l. = 5, 30; p < 0,001). Neste período houve o aumento médio de 50% na 
mortalidade causada por T. harzianum, um dos isolados de A. sydowii e P. dipodomyicola, sendo 
que o outro isolado de A. sydowii teve um aumento de 74% na mortalidade (Figura 7).  
O fungo A. versicolor causou 100% de mortalidade em avaliações com 72h, diferenciando-
se dos demais isolados (F = 28,70; g.l. = 5, 30; p < 0,001). Nesta avaliação T. harzianum obteve 
70% de mortalidade, seguido dos isolados de A. sydowii com 58,3 e 48,3% (Figura 7).  O isolado 
P. dipodomyicola apresentou a menor mortalidade, sendo similar a verificada na avaliação com 
48h (Figura 3). Nas avaliações com 96h a mortalidade confirmada para T. harzianum foi de 70%, 
não se diferenciando de A. versicolor e de um dos isolados de A. sydowii (F = 33,56; g.l. = 5, 30; p 
< 0,001) (Figura 7). P. dipodomyicola apresentou o pior desempenho com 36,6% de mortalidade 
confirmada. Avaliações realizadas com 120h mostraram que A. versicolor e T. harzianum não se 
diferenciaram de modo significativo (F = 47,43; g.l. = 5, 30; p < 0,001), com os demais isolados 
apresentando resultados similares ao observado na avaliação com 96h (Figura 7). 
Em todas as avaliações A. versicolor causou a maior mortalidade de B. brassicae, além de 
ter a maior produção de conídios, com 5,2 × 10
4 conídios.ml-1 por indivíduo. Os dois isolados de 
A. sydowii apresentaram uma produção de conídios de 3,2 × 104 e 2,8 × 104, respectivamente. Já a 
menor produção de conídios foi verificada para P. dipodomyicola (1,5 × 104 conídios.ml-1) e T. 
harzianum (2,0 × 103 conídios.ml-1). Por ter apresentado o melhor desempenho na mortalidade de 
B. brassicae em todas as avaliações e por apresentar a maior produção de conídios A. versicolor 





Figura 7 - Mortalidade média confirmada de ninfas de Brevicoryne brassicae pulverizados com 
fungos coletados em ambiente marinho após 24, 47, 72, 96 e 120 horas. Letras distintas 
no período de avaliação diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).   
 
 
3.3 AVALIAÇÃO DO ISOLADO FÚNGICO MAIS PROMISSOR COM BIOINSETICIDAS 
COMERCIAIS 
  
A. versicolor causou uma mortalidade similar a Bovemax® e Methamax® na concentração 
de 105 conídios.mL-1. Em avalições com 24h, A. versicolor teve uma mortalidade similar aos 
bioinseticidas (F = 2,379; g.l. = 2, 24; p < 0,1141). A. versicolor e Bovemax® causaram 36% de 
mortalidade, sendo 45% superior a causada por Methamax® (20%) (Figura 8). A mortalidade entre 
tratamentos não se diferenciou em avaliações com 48h (F = 1,964; g.l. = 2,24; p < 0,1623). A. 
versicolor e Methamax® causaram 57,8% de mortalidade e para Bovemax® a mortalidade foi de 
77,8% (Figura 8). Em avaliações com 72h a mortalidade foi novamente similar entre os tratamentos 
(F = 2,379; g.l. = 2,24; p < 0,1141). Methamax® não causou mortalidade nesta avaliação. Para A. 
versicolor a mortalidade foi de 68,9%, aproximadamente 16% inferior a causada por Bovemax® 




tratamentos (F = 0,1121; g.l. = 2,24; p < 0,8944). A. versicolor causou 77,8% de mortalidade, sendo 
5,3 e 3,0 % inferior a Bovemax® e Methamax®, respectivamente (Figura 8). Na avaliação realizada 
com 120h não houve mortalidade de afídeos (Figura 8).   
   
 
Figura 8 - Mortalidade confirmada de ninfas de Brevicoryne brassicae após 24, 47, 72, 96 e 120 
horas de exposição à concentração de 1,5 × 105 conídios.mL-1 de Aspergillus versicolor 
e os inseticidas Bovemax® e Methamax®. Letras distintas no período de avaliação 
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).   
 
A. versicolor também causou uma mortalidade similar a Bovemax® e Methamax® na 
concentração de 109 conídios.ml-1. Em avaliações com 24h, A. versicolor e Bovemax® tiveram 
mortalidade superior a Methamax® (F = 7,8553; g.l. = 2,18; p < 0,0035). Nesta avaliação A. 
versicolor e Bovemax® causaram, respectivamente 77,1 e 82,9% de mortalidade, sendo 50% 
superior à causada por Methamax® (40%) (Figura 9). Em avaliações com 48h não houve diferenças 
significativas entre os tratamentos (F = 2,7692; g.l. = 2,27; p < 0,0805). Methamax® teve um 
incremento de 58%, atingindo 96% de mortalidade, próximo a Bovemax® (94%) e A. versicolor 
(86%) (Figura 9). Nas avaliações com 72h, A. versicolor teve 100% de mortalidade e Bovemax® e 




p < 0,5191) (Figura 9). A partir das avaliações realizadas com 96h, a mortalidade de afídeos foi de 
100% para todos os tratamentos (Figura 9). 
 
 
Figura 9 - Mortalidade confirmada de ninfas de Brevicoryne brassicae após 24, 47, 72, 96 e 120 
horas de exposição à concentração de 1,5 × 109 conídios.mL-1 de Aspergillus versicolor 
e os inseticidas Bovemax® e Methamax®. Letras distintas no período de avaliação 
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).   
 
 
3.4 CARACTERIZAÇÃO TOXICOLÓGICA DO ISOLADO FÚNGICO MAIS PROMISSOR 
 
A caracterização toxicológica de A. versicolor sobre ninfas de B. brassicae expostas por 
cinco dias ao fungo estimou uma CL25 de 0,32 × 10
3 e uma CL50 de 16,43 × 10
3 conídios.mL-1 
(Tabela 2). A mortalidade observada ao quinto dia ajustou-se ao modelo de Probit, obtendo-se um 






Tabela 2 - Caracterização toxicológica do isolado fúngico A. versicolor obtido sobre ninfas de 
Brevicoryne brassicae após cinco dias da exposição. Temp. 26 ± 2 ºC, e 14 horas de 
fotofase e U.R. 70 ± 10%. 
N1 CL25 (IC 95%)2 CL50 (IC 95%)2 
Coeficiente Angular 
(±EPM3) 
χ2 (g.l.)4 h5 
1520 
0,32 × 103 
(0,05 × 103 - 1,09 × 103) 
16,43 × 103 
(6,12 × 103 - 35,78 × 103) 
0,391(±0,028) 4,122 (4) 1,0304 
1 Número de insetos testados; 2 Concentração Letal; 3 Erro Padrão da Média; 4 Graus de liberdade; 5 Heterogeneidade 
 
 
3.5 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS LETAL E SUBLETAL DO FUNGO MAIS PROMISSOR 
  
Os parâmetros de crescimento populacional de B. brassicae não foram afetados pela 
exposição a CL25 de A. versicolor. A taxa líquida de reprodução (Ro), que determina o total de 
descendentes fêmeas produzidas por fêmea, durante todo o período de reprodução e que chegam à 
geração seguinte foi 17,5% maior para os insetos não tratados (8,86 ± 0,55), entretanto, não houve 
diferença dos afídeos expostos ao fungo (T = 1,39; g.l. = 2, 48; p < 0,22) (Tabela 3). A duração 
média de uma geração (T) foi similar para insetos expostos e não expostos a A. versicolor (T = 
0,24; g.l. = 2, 48; p < 1,00) (Tabela 3). Do mesmo modo a taxa intrínseca de crescimento 
populacional ou a capacidade inata de aumentar em número (rm) não se diferenciou entre os 
tratamentos (T = 0,09; g.l. = 2, 48; p < 1,00) (Tabela 3). A exposição a CL25 de A. versicolor 
também não causou diferenças significas ente insetos expostos e não expostos na razão finita de 
aumento populacional (λ), que corresponde ao número de vezes que a população multiplica em 
uma unidade de tempo (T = 0,12; g.l. = 2, 48; p < 1,00) e no tempo que a população leva para 






Tabela 3 - Parâmetros de crescimento populacional de Brevicoryne brassicae expostos e não 
expostos a CL25 (0,32 × 10
3 conídios.mL-1) de A. versicolor 
Insetos Ro T rm λ TD 
Não tratados 8,86 ± 0,55 2,90 ± 0,18 0,75 ± 0,04 2,12 ± 0,13 0,92 ± 0,05 
Tratados 7,31 ± 0,69 2,74 ± 0,25 0,73 ± 0,04 2,07 ± 0,08 0,95 ± 0,05 
Valor de T 1,39 ns* 0,24 ns* 0,09 ns* 0,12 ns* 0,10 ns* 
Valor de p 0,22 1,00 1,00 1,00 1,00 







Entre os cinco isolados avaliados, um foi identificado como Aspergillus versicolor e dois 
como Aspergillus sydowii. O gênero Aspergillus tem mais de 180 espécies (HENRY et al., 2000), 
com muitas possuindo potencial para descoberta de novos compostos (NIELSEN & 
SMEDSGRAARD, 2003; TRISUWAN et al., 2011). A. versicolor é relatado por possuir ação 
inseticida (COLE & ROLINSON, 1972), sendo considerado um promissor agente de controle 
(ZAIN et al., 2014). Do mesmo modo A. sydowii apresenta propriedades entomopatogênicas 
(PEREIRA et al., 2009; WEISS et al., 2014) e alguns de seus metabólitos são utilizados para 
degradar pesticidas (HASAN, 1999; ORTEGA et al., 2011).  
 O gênero Trichoderma é empregado no controle de patógenos vegetais (TARUS et al., 
2003; SHARMA et al., 2011), sendo o fungo T. harzianum considerado o mais eficaz agente de 
biocontrole (KEXIANG et al., 2002). Além disso, possui ação nematicida (SHARON et al., 2001; 
POURJAM et al., 2015) e inseticida (JASSIM et al., 1990; SHAKERI & FOSTER, 2007; 
FERNANDES et al., 2010, ABDUL-WAHID & ELBANNA, 2012).  
Fungos do gênero Penicillium são fontes de vários metabólitos (KOZLOVISKII et al., 
2013). Para agricultura, P. dipomyicola é importante pela produção de patulina, uma micotoxina 
nociva ao homem encontrada no suco de maçã devido a frutas contaminadas (FRISVAD et al., 
2004). Apesar de não haver relatos sobre a ação inseticida de P. dipomyicola, é possível que ocorra 
mortalidade não significativa devido a produção de metabólitos secundários. 
A alta mortalidade causada por A. versicolor pode estar associada a produção de um 
alcalóide (SOUTHON & BUCKINGHAM, 1989). Methyl (+) - α - (methylsuccinimido) acrylate 
é um metabólito secundário com propriedades inseticida, denominado versimide (BROWN, 1970). 
Os alcalóides são um dos mais diversificados grupos com propriedades toxicológicas. Além do 
versimide, outros alcaloides produzidos por fungos possuem atividade inseticida (PAN et al., 
2014), entretanto devido a diversidade estrutural podem ocorrer diferentes efeitos sobre insetos 
(RIEDELL et al., 1991) como ação de choque, fagodeterrência, redução do crescimento e 
desenvolvimento (KURIYAMA et al., 2004; RIEDELL et al., 1991; POPAY et al., 2009). Descrito 
como um novo inseticida de contato (ZAIN et al., 2014), versimide causou 100% de mortalidade 




para Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae) (Cole e Rolinson, 1972). Em levantamentos de 
fungos associados a Paratrechina longicornis (Hymenoptera: Formicidae) foi verificada a 
presença de A. versicolor em cadáveres, entretanto não foi investigada a relação hospedeiro-
patógeno, mas há a possibilidade de A. versicolor ser um potencial candidato para controle de P. 
longicornis (RODRIGUES et al., 2010). 
Embora A. versicolor possua um alcalóide com reconhecida ação contra insetos, fungos 
podem possuir outros metabólitos com propriedades inseticidas. Nesse contexto, uma lactona 
produzida por A. versicolor causou uma mortalidade superior a 70% em coleópteros (CARVALHO 
et al., 2001). As lactonas com ação inseticida são compostos bioativos produzidos por muitos 
fungos entomopatogênicos, sendo a destruxina a mais estudada (ROBERTS & KRASNOFF, 
1988). Além da atividade inseticida, lactonas entomopatogênicas podem atuar como 
imunodepressoras (CERENIUS et al., 1990) e ativar os canais de cálcio dos músculos dos insetos 
(SAMUELS et al., 1988). Deste modo, fungos entomopatogênicos podem produzir diversos 
metabólitos que podem atuar em conjunto para o sucesso do patógeno, como na dissolução da 
cutícula, supressão do sistema imunológico e conversão de tecidos em nutrientes (ALVES, 1998).  
Assim, é possível a interação de diferentes metabólitos com propriedades inseticidas, como 
alcaloides e lactonas, justificando a elevada mortalidade de afídeos causada por A. versicolor neste 
trabalho. 
A ausência de diferenças entre A. versicolor e os inseticidas microbianos na mortalidade de 
afídeos pode indicar o potencial entomopatogênico deste fungo. Os fungos B. bassiana e M. 
anisopliae possuem como hospedeiros mais de mil espécies de insetos pertencentes a mais de 
cinquenta famílias (HUMBER, 2008), sendo utilizados como eficientes inseticidas em todo o 
mundo (FARIA & WRAIGHT, 2007). Sobre B. brassicae a ação inseticida de B. bassiana e M. 
anisopliae é amplamente reportada (ALMEIDA et al., 2007; DERAKHSHAN et al., 2007; 
FARAG, 2008; ASI et al., 2009a; ASI et al., 2009b; AKMAL et al., 2013; AKBARI et al., 2014), 
com o processo de infecção superando diversas defesas físico-químicas do inseto (GIBSON et al., 
2014). O fato de A. versicolor ter apresentado uma mortalidade semelhante a causada por 
Bovemax® e Methamax® nas concentrações de 105 e 109 conídios.mL-1 pode ser um indicativo do 
seu potencial como agente de controle biológico, sendo que A. versicolor causou mais mortalidade 




 A CL50 de A. versicolor (16,43 × 10
3 conídios.mL-1) é um indicativo de sua toxicidade. Em 
trabalhos com B. bassiana foram obtidas CL50 de 2,04 e 6,28 × 10
5 conídios.mL-1 para adultos de 
B. brassicae (AKMAL et al., 2013; AKBARI et al., 2014). Para M. anisopliae foram estimadas 
CLs50 de 3,48 e 5,30 × 10
6 conídios.mL-1 sobre B. brassicae (ASI et al., 2009b). Apesar destas CLs 
serem superiores a estimada neste trabalho, destaca-se que a diferença entre a CL50 obtida para A. 
versicolor e as descritas em literatura para B. bassiana e M. anisopliae sobre B. brassicae estão 
associadas a diferentes condições experimentais, fase de desenvolvimento do inseto e protocolos 
de bioensaio. O fato de A. versicolor apresentar uma baixa CL50 e causar uma mortalidade similar 
a inseticidas formulados a partir de B. bassiana e M. anisopliae pode indicar a sua exploração como 
promissora, corroborando com Flannagan et al. (2011) que descrevem A. versicolor como potencial 
para o desenvolvimento de novos produtos para controle de pragas agrícolas. 
Não foram observados efeitos subletais sobre parâmetros biológicos de B. brassicae 
expostos a CL25 de A. versicolor. Uma provável justificativa pode ser atribuída a CL25 (0,32 × 10
3 
conídios.mL-1) apresentar um baixo inóculo. Efeitos subletais do fungo Leptolegnia chapmanii 
sobre Aedes aegypti só ocorreram de uma concentração de 2,2 × 106 zoosporos.mL-1 sobre 
imaturos, gerando adultos com a locomoção e oviposição comprometidas (PELIZZA et al., 2013). 
Percevejos Lygus hisperus expostos a CL10, CL50 e CL90 de B. bassiana tiveram a alimentação e 
oviposição afetada apenas pela CL90 (1,34 × 10
7 conídios.mL-1) (NOMA & STRICKLER, 2000). 
Os afídeos Metapolophium dirhodum e Rhopalosiphum padi expostos a três concentrações de M. 
anisopliae tiveram sua fecundidade e rm reduzidas apenas pela maior concentração do fungo (1,0 
× 107 conídios.mL-1) (MURERWUA et al., 2014). Outra hipótese para a ausência de diferença nos 
parâmetros biológicos de B. brassicae infectados e não infectados por A. versicolor está ligada a 
manutenção ou incremento reprodutivo de insetos em resposta ao baixo nível de infecção 
(BLANFORD & THOMAS, 2001), justificando a ausência de diferenças na taxa líquida de 
reprodução (Ro), taxa intrínseca de crescimento populacional (rm) e a razão finita de aumento 
populacional (ʎ).  
Os resultados apresentados por A. versicolor fazem deste isolado marinho um candidato 
promissor para o controle biológico de pragas agrícolas. A mortalidade de afídeos similar à 
registrada para B. bassiana e M. anisopliae e a baixa CL50 são indicativos do potencial deste fungo. 
Neste contexto, fungos marinhos são considerados fonte de novos metabólitos secundários 




2002; BIABANI & LAATSCH, 1998; SAMUEL et al., 2011) e possivelmente muitos com 
propriedades entomopatogênicas que podem originar novos inseticidas (ZAIN et al., 2014). 
 Estas linhagens marinhas, coletadas em um ambiente hostil como oceanos podem 
apresentar vantagens sobre aquelas de ambiente terrestre. Estes fungos se desenvolvem em 
condições extremas de salinidade, nutrição, alta pressão, radiação UV e temperatura, competindo 
com outros fungos, bactérias e vírus, fazendo com que possam ter desenvolvido metabolitos 
secundários diferenciados dos encontrados em fungos terrestres (PORSANI et al., 2013; ZAIN et 
al., 2014). Estas características podem atribuir a fungos marinhos vantagens sobre fungos 
terrestres, destacando-se uma possível manutenção de sua patogenicidade por um maior período 
em um ambiente hostil como o agrícola, onde o fungo está exposto a vários fatores que podem 
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IDENTIFICAÇÃO E POTENCIAL ENTOMOPATOGÊNICOS DE ACTINOBACTÉRIAS 




O pulgão-da-couve, Brevicoryne brassicae, é uma das principais pragas de brássicas, sendo 
controlado com pulverizações sistemáticas com inseticidas químicos. Uma alternativa ao controle 
químico é o uso de actinobactérias isoladas de organismos e ambientes terrestres. Microrganismos 
isolados em ambiente marinho, no entanto, também podem ser promissores no controle de pragas. 
Neste sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito dos isolados marinhos de actinobactérias, 
Streptomyces variabilis, Streptomyces seoulensis, Streptomyces cavourensis, Streptomyces parvus 
e Streptomyces bacillaris nos parâmetros de crescimento populacional, comportamento alimentar 
e mortalidade de B. brassicae. Foram utilizados isolados de actinobactérias de sedimento marinho 
coletados da região entre-marés da Ilha do Mel, Paraná (25º20’S – 48º20’W e 5º35’ – 48º35’W). 
O isolado com maior mortalidade sobre B. brassicae foi caracterizado. S. variabilis apresentou 
maior toxicidade, com 100% de mortalidade em 96 horas. A CL50 estimada para foi de 0,20 × 10
7 
células.mL-1, sendo que a CL25 (0,12 × 10
6 células.mL-1) não afetou parâmetros de crescimento 
populacional de B. brassicae. No entanto estas concentrações reduziram significativamente (75%) 
a taxa de alimentação do pulgão, demonstrando um efeito na diminuição dos danos às plantas 
infestadas por ele. Estes resultados evidencial o potencial de S. variabilis como promissor agente 
no controle biológico de pragas. Alia-se sua capacidade de desenvolvimento em ambientes 
extremos, com salinidade, pressão, radiação UV muito altas, variações grandes de temperatura e 
disposição de alimentos, que permite competir com outros microrganismos em relação ao ambiente 
agrícola, que também apresentam condições extremas. 
 






IDENTIFICATION AND ENTOMOPATHOGENIC POTENTIAL ofACTINOBACTERIA 




The cabbage aphid, Brevicoryne brassicae, is a major pest of brassica, being controlled with 
systematic spraying with chemical insecticides. An alternative to chemical control is the use of 
actinomycetes isolated from terrestrial environments. Microorganisms isolated from marine 
environment, however, can also be promising for the control of pests. In this sense, the objective 
of this paper was to evaluate the effect of marine isolates of actinomycetes, Streptomyces variabilis, 
Streptomyces seoulensis, Streptomyces cavourensis, Streptomyces parvus and Streptomyces 
bacillaris on the parameters of population growth, feeding behavior and mortality of B. brassicae. 
Were used actinomycetes isolated from marine sediment collected from the intertidal region of Ilha 
do Mel, Paraná (25º20'S - 48º20'W and 5º35 '- 48º35'W). The isolate with higher mortality of B. 
brassicae was characterized. S. variabilis showed greater toxicity, with 100% mortality in 96 hours. 
The estimated LC50 was 0,20 × 10
7 cells.mL-1, and the LC25 (0,12 × 10
6 cells.mL-1) did not affect 
parameters of increase of B. brassicae. However, there was a significantly reduction (75%) of the 
aphids feed rate, demonstrating an effect in reducing the damage to the plants infested by them. 
These results point S. variabilis as promising biological control of pests. Furthermore is their ability 
to grow in extreme environments, with salinity, pressure, UV radiation very high, large temperature 
fluctuations and provision of food, allowing compete with other microorganisms in relation to the 
agricultural environment, which also feature extreme conditions. 
 







O pulgão-da-couve, Brevicoryne brassicae (Hemiptera, Aphididae) se alimenta de seiva 
elaborada, sendo suas hospedeiras preferenciais as plantas da família Brassicaceae (GABRYS et 
al., 1997), com destaque para a couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala). Os danos 
primários são devido a alimentação, causando o esmaecimento e amarelamento (OPFER & 
MCGRATH, 2013). Além do dano direto, os afídeos produzem honeydew que favorece o 
desenvolvimento de fungos sobre as folhas, diminuindo a taxa de fotossíntese da planta (ASI et al., 
2009). Segundo Kumar & Chapman (1984), o pulgão também causa danos secundários pela 
inoculação de vírus presentes em sua saliva. Razaq et al. (2011) estimam que haja uma perda de 
até 80% dos cultivos de brássicas somente pela ação de B. brassicae. No Brasil o controle desta 
praga é feito com pesticidas de amplo espectro, como neonicotinoides, piretroides e 
organofosforados (MAPA, 2014). 
O controle químico de B. brassicae é feito com produtos com alta toxicidade, que afetam 
seus inimigos naturais (BACCI et al., 2009). A aplicação indevida de pesticidas leva a 
contaminação do solo, lençol freático e presença de resíduos nas plantas (EL-KHAWAGA & 
MEGAHED, 2012), posicionando a couve-manteiga em oitavo lugar na lista dos produtos agrícolas 
com maiores índices de resíduos (ANVISA, 2011). Outro fator importante, observado por Ahmad 
e Akhtar (2013), é a seleção de populações resistentes a inseticidas. Uma das alternativas para 
minimizar os impactos decorrentes do uso de inseticidas químicos é o emprego do controle 
biológico.  
 O controle biológico de pragas é feito pelo uso de predadores, parasitoides e 
microrganismos. Entre os microrganismos, destacam-se fungos, bactérias e vírus, sendo as 
actinobactérias as bactérias com maior potencial de controle, caracterizadas pela produção de 
metabólitos secundários com atividades antibióticas e inseticidas (DOUMBOU, 2001). Cerca de 
60% dos inseticidas que chegaram ao mercado nos últimos anos foram sintetizados a partir destes 
metabólitos (EL-KHAWAGA & MEGAHED, 2012), como o inseticida Spinosad derivado de 
extratos de Saccharopolyspora spinosa. Entre as actinobactérias, o gênero Streptomyces possui 
maior destaque, representando 55% da produção de todos os antibióticos no mercado, e ainda 




A maioria das actinobactérias utilizadas no controle de pragas são isoladas do solo ou de 
plantas (QIN et al., 2011). Entretanto, Liu et al. (2008), descreveram um isolado de Streptomyces 
extraído de sedimento marinho que apresentou atividade inseticida contra Helicoverpa armigera 
(Lepidoptera: Noctuidae). A região entre marés, por apresentar características extremas, como ciclo 
de marés, temperatura, radiação UV, salinidade e disposição de nutrientes levou ao 
desenvolvimento de microrganismos com fisiologia particular, principalmente quanto aos 
metabólitos secundários produzidos (ORTEGA-MORALES et al. 2010). 
 No estudo de Porsani et al. (2013), foi avaliada a atividade antimicrobiana de isolados de 
fungos e actinobactérias derivados de sedimento marinho, oriundos da Ilha do Mel, PR-Brasil. De  
60 fungos e 116 actinobactérias avaliados, 35 e 79 respectivamente, apresentaram atividade 
inibitória no crescimento de Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus. 
 Neste contexto, no presente trabalho avaliou-se o potencial de cinco isolados de 
actinobactérias, no controle de B. brassicae, identificou-se qual gerou maior taxa de mortalidade, 
definiu-se a concentração letal média; bem como testaram-se os efeitos do isolado bacteriano, em 








2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
2.1 CRIAÇÃO DE Brevicoryne brassicae 
 
A criação estoque de B. brassicae foi estabelecida por meio de coleta de afídeos em plantas 
da família Brassicaeae de áreas produtoras de hortaliças de Curitiba, PR. Os insetos foram 
transportados ao laboratório onde passaram por triagem, e foram transferidos para couve-manteiga 
(Brassica oleracea L. var. acephala) cultivadas em vasose mantidas em condições controladas 
(Temperatura: 25 ± 2°C; fotofase: 14 horas e UR: 70 ± 10%). Lâminas de exemplares adultos foram 
confeccionadas para confirmação da espécie. 
 
 
2.2 ACTINOBACTÉRIA E MEIOS DE CULTURA 
 
Foram utilizados os isolados de actinobactérias de sedimento marinho coletados da região 
entre-marés da Ilha do Mel, Paraná (25°20’S – 48°20’W e 25°35’ – 48°35’W) (PORSANI et al., 
2013). Estes isolados foram cultivados em placas Petri com meio Czapek Dox (Quadro 1), e 
Czapeck Dox com adição de água salina à água destilada, na razão de 1:2, por sete dias em estufa 
B.O.D. à 35ºC. 
 
Quadro 1 – Produtos utilizados no preparo de 1000 mL do meio Czapeck (pH a 25°C: ,3 ± 0,2). 
 
Produto Quantidade (gramas) 
Sacarose 30,0 
Nitrato de Sódio 3,0 
Fosfato Dipotássio 1,0 
Sulfato de Magnésio 0,5 
Cloreto de Potássio 0,5 





2.3 SELEÇÃO DA ACTINOBACTÉRIA COM MAIOR POTENCIAL ENTOMOPATOGÊNICO 
 
Segundo a metodologia proposta por Melatti et al. (2008), os isolados de Streptomyces 
seoulensis, S. bacillaris, S. cavourensis, S. variabilis e S. parvus foram selecionados para este 
bioensaio. A escolha destes isolados foi devido à alta capacidade inibitória destas actinobactérias 
sobre as linhagens patogênicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas 
aerginosa e Candida albicans (PORSANI et al., 2013).  
As suspensões bacterianas foram preparadas a partir da raspagem das colônias sobre meio 
de cultura Czapeck Dox utilizando uma espátula metálica esterilizada. A concentração de células 
foi feita empregando-se a Escala de McFarland, ajustada em 3 × 109 células.mL-1 para os cinco 
isolados de actinobactéria. Devido a hidrofobicidade das células, as suspensões receberam 
espalhante adesivo Tween 80® (0,01%).   
Para o screening da actinobactéria com efeito inseticida foram empregadas ninfas com até 
48h de idade. Como alimento foram fornecidas folhas provenientes de plântulas de couve 
previamente desinfectadas com etanol 70% por 1 min, seguido de hipoclorito de sódio (0,5%) por 
1 min, sendo enxaguadas com água destilada esterilizada duas vezes e mantidas por uma hora em 
ambiente protegido e ventilado até a secagem. Após a secagem das plântulas de couve, folhas com 
pecíolos foram destacadas, tendo seus pecíolos imersos em um tubo de penicilina (10 mL) contendo 
5mL de cada uma das diferentes suspensões de actinobactérias (Figura 1A). Posteriormente, com 
o auxílio de um microscópio estereoscópio e pincel de cerdas finas, foram transferidas para cada 
folha dez ninfas de B. brassicae. As folhas infestadas foram acondicionadas em potes plásticos 
com tampas perfuradas e vedadas com tecido voil e mantidas em condições controladas (25 ± 2°C, 






Figura 1 – Folhas de couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) mantidas com o pecíolo 
imerso em soluções com diferentes concentrações de actinobactérias. A: Vedação do frasco de 
vidro com solução pronta. B: Posição das folhas com ninfas de B. brassicae no interior dos 
recipientes plásticos. Fonte: Autor (2014). 
 
 As avaliações de mortalidade foram realizadas em intervalos de 24h, durante cinco dias. 
Com o auxílio de um microscópio estereoscópico, as ninfas eram vistoriadas e os insetos mortos 
eram individualizados em placas de Petri estéreis contendo algodão umedecido com água destilada 
esterilizada para favorecer o desenvolvimento do micélio externo.  
Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo que para 
cada tratamento foram realizadas seis repetições. Cada repetição foi formada por uma folha de 
couve inoculada com 10 ninfas de B. brassicae com até 48h de idade. 
 
  
2.4 ESTIMATIVA DA LINHA DE CONCENTRAÇÃO RESPOSTA 
  
A estimativa da linha de concentração resposta da actinobactéria com maior pefeito 
inseticida (S .variabilis) foi realizada através do emprego de bioensaios descritos no Item 2.3. 
Foram utilizadas ninfas com até 48h de idade, obtidas conforme metodologia descrita 




109 células.mL-1) que proporcionaram uma mortalidade entre 5 e 95% das ninfas. Estas suspensões 
bacterianas foram preparadas a partir da raspagem das colônias sobre meio de cultura Czapeck Dox 
utilizando uma espátula metálica esterilizada. A concentração de células foi feita com comparação 
com a Escala de McFarland, ajustada em 3 × 109 células.mL-1. Esta suspensão foi diluída 
serialmente, nas concentrações de 3 × 104 a 108 células.mL-1 com Tween 80® (0,01%). 
 As avaliações de mortalidade foram realizadas em intervalos de 24h, durante cinco dias. 
Com o auxílio de um microscópio estereoscópico, as ninfas eram vistoriadas e os insetos mortos 
eram individualizados em placas de Petri estéreis contendo algodão umedecido com água destilada 
esterilizada para favorecer o desenvolvimento do micélio externo. 
 O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado.  Além das diferentes 
concentrações da actinobactéria foi empregado um controle formado por água destilada 
esterilizada. Para cada concentração foram realizadas cinco repetições. Cada repetição foi formada 
por quatro placas de Petri com dez ninfas de 48h de B. brassicae. 
 
 
2.5 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS LETAL E SUBLETAL  
 
Para avaliação do efeito letal e subletal do isolado bacteriano selecionado (S. variabilis) 
mudas de couve com 10 cm de altura foram lavadas em etanol 70% por 1 min, seguido de 
hipoclorito de sódio (0,5%) por 1 min, sendo enxaguadas com água destilada esterilizada duas 
vezes e mantidas por uma hora em ambiente protegido e ventilado até a secagem. Após a secagem 
das mudas deixou-se até duas folhas tenras por planta. Estas plantas foram transferidas para 
recipientes de vidro (20 mL) contendo 15 mL da suspensão com actinobactérias na concentração 
de 0,12 × 10
6 células.mL-1 (CL25) (Figura 2A), de modo que o sistema radicular permanecesse 


















Figura 2 – Plântulas de couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) utilizada para 
avaliação do efeito letal e subletal da actinobactéria S. variabilis sobre Brevicoryne brassicae. A: 
Planta imersa em suspensão com actinobactéria (CL25). B: Sistema radicular imerso na suspensão 
de actinobactérias. C: Gaiola plástica utilizada para isolamento da planta e do afídeo. Fonte: Autor 
(2014). 
 
Posteriormente foi transferido um adulto de B. brassicae para cada planta, sendo está 
isolada por meio de uma gaiola plástica telada (Figura 2C). As plantas com os afídeos foram 
mantidas em condições controladas por 24h (temperatura: 25º ± 2ºC; UR: 70% e fotofase de 14h). 
Após este período foram vistoriadas, deixando-se apenas uma ninfa de 24h de idade por planta. 
Além das plantas mantidas na solução de actinobactérias (CL25) foi empregado um controle onde 
as plantas permaneceram com o sistema radicular imerso em água destilada esterilizada. 
 As vistorias foram feitas diariamente até a morte do inseto. Durante a avaliação era 
verificado o número e duração dos instares, determinados pela observação, em microscópio 
estereoscópio (aumento de 32 x) com a coleta das exúvias. Na fase adulta, procedeu-se à contagem 
da produção diária de ninfas, com sua posterior retirada da folha, permanecendo apenas o adulto. 




período ninfal; porcentagem de sobrevivência do estágio ninfal; duração dos períodos pré-
reprodutivo, reprodutivo e pós-reprodutivo; longevidade; fertilidade diária e total; duração do ciclo 
de vida e viabilidade. Durante as vistorias os frascos eram verificados, e havendo necessidade, o 
nível de água ou suspensão com actinobactérias era complementado.   
 Com estes resultados foi confeccionada uma tabela de vida de fertilidade para avaliar o 
efeito da actinobactéria S. variabilis sobre parâmetros biológicos de B. brassicae, sendo calculados: 
Taxa líquida de reprodução (Ro), ou seja, o total de descendentes fêmeas produzidas por fêmea, 
durante todo o período de reprodução, que chegam à geração seguinte; T tempo médio de cada 
geração (T), ou a duração média de uma geração; Taxa intrínseca de crescimento populacional ou 
a capacidade inata de aumentar em número (rm); Razão finita de aumento populacional, ou seja, o 
número de vezes que a população aumenta em um determinado intervalo de tempo (ʎ) e o tempo 
que leva a população para duplicar em número (TD). 
 Para cada tratamento foram realizadas 30 repetições, sendo cada repetição formada por uma 
planta de couve infestada com uma ninfa de B. brassicae.  
 
 
2.6 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR 
 
A ação de S. variabilis sobre o comportamento alimentar de B. brassicae foi avaliada pela 
excreção de honeydew. Para isso mudas de couve foram higienizadas segundo a metodologia 
anteriormente descrita (Item 2.5) e acondicionadas em recipientes de vidro contendo soluções 
ajustadas a 1,5 × 105 e 1,5 × 109 células.ml-1 de S. variabilis. Após 24h uma folha foi selecionada, 
sendo as demais eliminadas e sobre a parte abaxial desta folha foi feita uma arena com cola 
entomológica (Tanglefoot®), sendo posteriormente transferido dois afídeos adultos, deixados sem 
alimentação por uma hora. 
As plantas com os afídeos foram posicionadas horizontalmente em suportes para que a face 
abaxial ficasse sobre discos de papel filtro (11 cm ø) impregnados com uma solução contendo 3mL 
de ácido acético, 10 mL de n-butanos e 0,3g de ninhidrina (MITTLER, 1958). Essa solução colore 
o aminoácido presente no honeydew excretado por insetos. Os discos de papel filtro foram 
montados sobre relógios analógicos (COSTA et al., 2009) de modo a fazerem uma rotação 




controladas por 12h (temperatura: 25º ± 2ºC; UR: 70% e fotofase de 14h) e após este período os 
afídeos foram removidos e os discos avaliados quanto ao número de gotas de honeydew excretadas.  
Além das concentrações de 1,5 × 105 e 1,5 × 109 células.mL-1 de S. variabilis foi empregado um 
controle onde as plantas foram mantidas em água destilada estéril. Para cada tratamento foram 
realizadas cinco repetições.  
 
 
2.7 ANÁLISE DOS DADOS 
  
Os dados da seleção da actinobactéria com maior potencial entomopatogênico dos períodos 
24 e 48 horas e a avaliação desta sobre o comportamento alimentar de B. brassicae foram 
transformados pelo arcsen da raiz quadrada para normalização das distribuições e homogeneidade 
das variâncias (HADDAD & VENDRAMIN, 2000). Os dados transformados foram analisados por 
análise de variância (ANOVA). O percentual médio (±EPM) de insetos mortos foi submetido a 
uma análise de variância simples (One-way ANOVA). Diferenças significativas entre as médias 
dos tratamentos foram submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05) (ZAR, 2009). 
Os dados de mortalidade de B. brassicae causado pelas diferentes concentrações de S. 
variabilis foram submetidos à análise de probit para estimativa da CL25 e CL50, intervalo de 
confiança de 95%, por meio do programa PoloPlus (LeOra Software, Petaluma, CA) 
(ROBERTSON et al., 2007). 
Os parâmetros de tabela de vida de fertilidade foram baseados em Andrewartha e Birch 
(1954). Estes resultados deram subsídio para o cálculo dos parâmetros de crescimento populacional 
(Ro, T, rm, λ e TD), baseados no método jackknife (Meyer et al., 1986). As comparações dos 
parâmetros de crescimento populacionais de afídeos tratados e não tratados com a CL25 de S. 
variabilis foram realizadas pelo test ‘t’ unilateral por meio do programa computacional tabvida 









3.1 SELEÇÃO DA ACTINOBACTÉRIA COM MAIOR POTENCIAL 
ENTOMOPATOGÊNICO 
 
O isolado S. variabilis foi o mais promissor. Em avaliações com 24h, este isolado diferiu 
de modo significativo dos demais (F = 10,9562; g.l = 4:20; p < 0,001). A mortalidade causada por 
S. variabilis foi de 32%, sendo duas vezes superior ao segundo isolado mais agressivo, S. seoulensis 
(Figura 3). Os isolados S. seoulensis, S. bacillaris, S. cavourensise S. parvus causaram uma 
mortalidade confirmada de 16, 6, 2 e 4%, respectivamente (Figura 3). Em avaliações com 48h o 
isolado S. variabilis causou uma mortalidade confirmada de 50% (F = 4,8388; g.l = 4:20; p < 
0,001). Esta mortalidade foi superior à causada pelos demais isolados (F = 60,18; g.l = 5, 30; p < 
0,001), mesmo com o aumento na mortalidade para todos os tratamentos, com os isolados S. 
seoulensis, S. bacillaris, S. cavourensise S. parvus que apresentaram aumentos consideráveis, 
mostrando mortalidade de 16, 10, 14 e 18% (Figura 3). 
Após 72h o isolado S. variabilis causou 80% de mortalidade (F = 15,250; g.l = 4:20; p < 
0,006). Nesta avaliação, o isolado S. seoulensis atingiu o mesmo valor de mortalidade inicial do 
melhor tratamento (50%) e o isolado S. parvus quase dobrou a taxa de mortalidade (32%). Os 
demais S. bacillaris e S. cavourensis tiveram aumentos menos evidentes (14 e 26%, 
respectivamente) (Figura 3). Nas avaliações com 96h, a mortalidade entre os isolados menos 
promissores houve um aumento de aproximadamente 10% e o isolado S. variabilis atingiu 100% 
(F = 11,1474; g.l = 4:20; p < 0,001).  
As avaliações realizadas com 120h mostraram que o isolado S. variabilis se manteve 
significativamente mais letal que os demais (Figura 3) (F = 5,9625; g.l = 4:20; p < 0,0024). Os 
demais apresentaram resultados similares aos observados na avaliação com 96h (Figura 3). Neste 
contexto, em todas as avaliações, o isolado S. variabilis obteve o melhor desempenho no controle 
de B. brassicae, indicando possuir maior potencial entomopatogênico dentre os isolados testados 
e será empregado nos bioensaios posteriores, enquanto o isolado S. bacillaris se mostrou o menos 








Figura 3. Mortalidade média confirmada de ninfas de Brevicoryne brassicae após 24, 48, 72, 96 e 
120 horas de exposição as actinobactérias entomopatogênicas S. seoulensis, S. bacillaris, S. 
cavourensis, S. variabilis e S. parvus. Letras distintas no dia da avaliação diferem entre si pelo teste 
de Tukey (p < 0,05).  
 
 
3.2 ESTIMATIVA DA LINHA DE CONCENTRAÇÃO RESPOSTA 
 
A caracterização toxicológica de S. variabilis sobre ninfas de B. brassicae expostas por 
cinco dias ao tratamento estimou uma CL25 de 0,12 × 10
6 e uma CL50 de 0,20 × 10
7 células.mL-1 
(Tabela 1). A mortalidade observada ao quinto dia ajustou-se ao modelo de Probit, obtendo-se um 
χ2 de 4,1627 e heterogeneidade de 1,0407, sendo estimado um coeficiente angular de 0,547 






Tabela 1. Caracterização toxicológica do isolado de actinobactéria Streptomyces variabilis obtido 
sobre ninfas de Brevicoryne brassicae após cinco dias da exposição. Temp. 25 ± 2 ºC, e 
14 horas de fotofase e U.R. 70 ± 10%. 
 












(0,12 × 107 – 0,34 × 
107) 
0,547 (±0,028) 4,1627(4) 1,0407 
1 Número de insetos testados; 2 Concentração Letal; 3 Erro Padrão da Média; 4 Graus de 
liberdade; 5 Heterogeneidade 
 
 
3.3 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS LETAIS E SUBLETAIS 
 
 A exposição a CL25 de S. variabilis não afetou os parâmetros de crescimento populacional 
de B. brassicae. Não houve diferença sobre a taxa líquida de reprodução (Ro), que determina o 
total de descendentes fêmeas produzidas por fêmea durante todo o período de reprodução e que 
chegam à geração seguinte (T = 0,43; g.l. = 2, 48; p < 1,00) (Tabela 2). A duração média de uma 
geração (T) foi similar para insetos controle e tratados (T = 1,36; g.l. = 2, 48; p < 1,00) (Tabela 2). 
A taxa intrínseca de crescimento populacional ou a capacidade inata de aumentar em número (rm) 
não se diferenciou entre os tratamentos (T = -0,77; g.l. = 2, 48; p < 1,00) (Tabela 2), assim como a 
exposição a CL25 de S. variabilis também não causou diferenças significas na razão finita de 
aumento populacional (λ), que corresponde ao número de vezes que a população multiplica em 
uma unidade de tempo (T = -1,08; g.l. = 2, 48; p < 1,00) e no tempo que a população leva para 








Tabela 2. Parâmetros de crescimento populacional de Brevicoryne brassicae expostos e não 
expostos a CL25 (0,12 × 10
6 células.mL-1) de S. variabilis.  
Insetos Ro T rm λ TD 
Não tratados 8,85 ± 0,55 2,90 ± 0,18 0,75 ± 0,05 2,12 ± 0,13 0,92 ± 0,05 
Tratados 8,84 ± 0,37 2,90 ± 0,08 0,97 ± 0,04 2,64 ± 0,10 0,71 ± 0,02 
Valor de T 0,43 ns* 1,38 ns* -0,77 ns* -1,08 ns* 0,74 ns* 
Valor de p 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
*Não significativo a 5%. 
 
 
3.4 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR 
 
As diferentes concentrações de S. variabilis interferiram no comportamento alimentar de B. 
brassicae. A excreção de honeydew de afídeos mantidos em plantas de couve sem a bactéria, em 
um período de 24h, foi significativamente diferente das concentrações de 105 e 109 células.mL-1 (F 
= 14,26; g.l. = 2,12; p < 0,0006). A redução na excreção do honeydew foi de 84 e 75% para as 
concentrações de 105 e 109 respectivamente. Essa redução é um indicativo da alteração no 
comportamento alimentar de B. brassicae na presença da actinobactéria, quando comparadas com 
o controle. Já a ausência de diferenças entre as concentrações são um indicativo de que baixas 







Figura 4. Número de gotas de honedew excretadas por Brevicoryne brassicae no período de 12 
horas de exposição à actinobactérias entomopatogênica S. variabilis. Letras distintas nas 












O isolado de Streptomyces variabilis apresentou maior potencial no controle de 
Brevicoryne brassicae, resultando em 100% de mortalidade após 96 horas de avaliação. Este 
isolado também apresentou atividade inibitória sobre bactérias patogênicas (PORSANI et al., 2013; 
ZHAO et al., 2009), demonstrando um potencial para ser usado no controle biológico.  
Streptomyces seoulensis, segundo Qing-fei et al. (2009), apresenta ação antihelmíntica. 
Streptomyces cavourensis é utilizado no controle de antracnose pela produção de quitinases (So 
Youn et al., 2012). Praveen, Srivastava e Tripathi (2011) relatam a extração de uma enzima 
colesterol oxidase de Streptomyces parvus, que pode apresentar efeito inseticida pela degradação 
do colesterol, ou pela diminuição no armazenamento de tecido adiposo no inseto e Streptomyces 
bacillaris, ao que traz Hudec et al. (2014), esta bactéria é produtora de ácido gama-aminobutírico 
(GABA), utilizado com inseticida que afeta o sistema nervoso, ainda que seja o isolado com menor 
toxicidade contra B. brassicae. 
Dentre as actinobactérias, os gêneros Streptomyces e Streptoverticillum apresentam maior 
potencial de controle sobre insetos (BREM et al., 2001) e exemplares de Streptomyces isolados de 
sedimento marinho e solo arenoso possuem destaque na ação inseticida (XIONG et al., 2004). 
Merzendorfer (2013) menciona que Streptomyces produzem uma série de inibidores de 
sintetizadores de quitina, como polioxinas, que são efetivas como agentes antifúngicos e podem ter 
ação inseticida. Neste contexto, El-khawaga e Megahed (2012) apresentam um isolado de 
Stretomyces bikiniensis, coletado em sedimento arenoso, que apresentou 100% taxa de mortalidade 
sobre Spodoptera littoralis, que demonstra a efetividade de isolados deste gênero quanto a ação 
inseticida. 
A letalidade de S. variabilis pode ser associada à produção de metabólitos reativos (LI & 
YAN, 2014), que identificaram uma série de genes ativos em isolados S. variabilis, principalmente 
o gene KSα (ketoacyl-synthase), comum em Streptomyces, característico na produção de 
policetídeos, macromoléculas altamente reativas de função adaptativa ao ambiente, que são 
utilizados por apresentarem ação farmacológica (antitumorais e imunossupressores), 




O metabólito Ammosamida D, um composto redutor de quinonas, que impede a formação 
correta da dupla hélice de DNA, causando apoptose (PAN et al.; 2012). Kesavan et al. (2014) 
caracterizaram metabólitos obtidos do extrato de S. variabilis com funções de eliminação de células 
tumorais na medula óssea, atividade citotóxica, estimulação de adipogênese e gliceroneogênese, 
além de afetar a diferenciação de liposarcoma humano. Al-Bari et al. (2006) mencionam o 
composto bis (2-ethylhexyl) ftalato, encontrado em S. variabilis por Kesavan et al. (2014) como 
tendo ação antifúngica e Ellero-Simatos et al. (2011) trazem monoethylhexyl ftalato também 
isolado desta actinobactéria, que possui, junto ao composto anterior, ação inibitória na deposição 
de gordura em adipócitos. Ainda que não haja relatos de testes toxicológicos contra insetos com 
esta actinobactéria, compostos com ação citotóxica em mamíferos podem apresentar toxicidade 
sobre o afídeo B. brassicae. 
O controle biológico através de células in vivo foi trabalhado através de testes com diversas 
concentrações, para estipular a Concentração Letal Média (CL50) de S. variabilis, quantificada 
como 0,20 × 107 células/mL-1, com 100% de mortalidade em 5 dias, comparativamente menor que 
a CL30 para Bacillus thuringiensis, 1,8 × 10
7 células/mL-1, testada sobre larvas de Spodoptera 
littoralis, chegando à apenas 16% de mortalidade em 3 dias (SNEH & GASITH, 1983).  
O método mais comum para testes toxicológicos tende à ser pelo uso de extratos 
fermentados de bactérias, e aplicados sobre o alvo (SO YOUN et al., 2012; QING-FEI et al., 2009). 
Estas soluções contém os metabólitos produzidos pelas células bacterianas, não havendo deposição 
direta destas sobre o substrato. Neste trabalho optou-se pelo uso de células in vivo devido a 
tolerância ambiental característica à elas, possibilitando que fossem dispersas no substrato das 
plantas e absorvidas, sendo então ingeridas pelo afídeo ao se alimentar da seiva elaborada, afim 
dos metabólitos das actinobactérias afeterem diretamente os insetos testados (BRAVO, GILL & 
SOBERÓN, 2007). Esta liberação no ambiente possibilita a continuidade de colônias no substrato 
das plantas, mantendo um certo grau de antagonismo contra insetos que se alimentem da seiva. 
A CL25 de S. variabilis não afeto parâmetros populacionais de B. brassicae, possivelmente 
sendo uma concentração inferior ao mínimo necessário para afetar a fisiologia deste afídeo. 
Lashkari, Sahragard e Ghadamyari (2007) realizaram um experimento similar utilizando uma 
concentração subletal (LC30) de dois inseticidas comerciais, imidacloprida e pymetrozine, obtendo 
uma redução significativa no número total e diária de ninfas geradas por fêmeas adultas. No 




durante o experimento, com redução de 33% na longevidade observada, levemente superior à 
observada por Pavela, Barnet e Kocourek (2004) (29%) utilizando 0,005 mg.mL-1 azadiractina, um 
composto que causa inibição alimentar e interrupção de metamorfose em insetos. A manutenção 
ou incremento reprodutivo de insetos é uma possibilidade para justificar a ausência de diferença 
nos parâmetros biológicos de B. brassicae tratados com S. variabilis (BLANFORD & THOMAS, 
2001) 
É observada uma redução de 75% no número de gotas de honeydew produzidos por B 
brassicae tratado com S. variabilis, independente da concentração de actinobactérias usada. Costa, 
Moraes e Costa (2009) observaram similar redução (80%) em seu trabalho, utilizando 
imidacloprida, um inseticida sistêmico neurotóxico, sobre o pulgão-verde (Schizaphis graminum), 
demonstrando que a efetividade do isolado S. variabilis se comparada à um químico comercial. Shi 
et al. (2010) relatam sobre a diminuição na excreção de honeydew do pulgão-do-algodão (Aphis 
gossypii) sob uma concentração sub letal (CL20) de diversos inseticidas em três períodos de tempo, 
24, 48 e 72 horas, onde não foi observada redução significativa na alimentação desde quando 
exposto a imidacloprida por até 48 horas; dentre os agentes químicos apresentados, dinotefuran, 
tiametoxam e clothianidin, todos neurtóxicos, atingiram, após 72 horas uma inibição alimentar (82, 
73 e 72%, respectivamente) comparável ao isolado de S. variabilis sobre B. brassicae no período 
de 12 horas. A diminuição na excreção de honeydew indica ação fagodeterente desta actinobactéria 
sobre o pulgão. Com a redução da alimentação do afídeo, o efeito de esmaecimento nas plantas 
também é diminuído, mantendo o valor comercial e melhores condições fisiológicas. 
A actinobactéria marinha, Streptomyces variabilis possui propriedades únicas que o 
distinguem não somente pela síntese de metabólitos secundários com potencial medicinal, mas 
também efeito inseticida contra o afídeo Brevicoryne brassicae. Comparação com agentes 
químicos comerciais trazem similar ou maior inibição alimentar, enquanto outras bactérias de uso 
no controle de pragas apresentaram desempenho inferior. Assim, S. variabilis tem potencial 
comercial para o mercado de inseticidas biológicos, extraindo seus metabólitos ativos ou 
utilizando-o in vivo, por sua característica tolerância ambiental. 
Actinobactérias marinhas apresentam diferenças em diversas características com as de solo 
devido ao seu local de crescimento (KIJJOA & SAWANGWONG, 2004; RAMESH & 
MATHIVANAN, 2009). Este ambiente da região entre-marés é caracterizado por altas taxas de 




(ORTEGA-MORALES et al. 2010). Estas condições específicas favorecem o desenvolvimento de 
microrganismos com funções fisiológicas especialmente adaptadas ao ambiente, apresentando 
componentes metabólicos específicos, que podem ser explorados para diversos usos, inclusive 
controle biológico (Li et al., 2014; XIONG et al., 2004). Estes organismos altamente tolerantes 
apresentam capacidade de proliferar em outros ambientes similares, como campos de plantio, 
principalmente sobre a alta incidência de radiação UV (KAKANI et al., 2003) e salinidade 
(CABOT et al., 2014). É possível que esta resistência provenha meios para colônias se instalarem 
em campos, possibilitando o uso de células in vivo como método de controle biológico, que 
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